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RESUMEN 
Introducción: Las células NKT forman parte del sistema inmune innato y se 
caracterizan por poseer un TCR especial que es restringido por la molécula CD1d, la 
cual es expresada por diferentes células presentadoras de antígenos. Estas células 
toman importancia al actuar como lo hacen las células T reguladoras, ya que secretan 
citocinas Th1, Th2 y Th17, con lo que regulan la función de las demás células del 
sistema inmune. Su implicancia en cáncer, autoinmunidad e infecciones ha sido 
observada ampliamente. Se ha demostrado un papel importante en el curso de la 
infección por el virus de la inmunodeficiencia humana, observándose en diferentes 
estudios una depleción de estas células, así como una función disminuida en 
individuos infectados; pudiendo ser una de las causas por las que se vería alterado el 
patrón de citocinas durante la infección. Si bien ya existen estudios al respecto no 
hay información de datos en nuestro país ni en la región sobre este tema. 
Objetivos: comparar los valores absolutos y porcentuales de las células NKT en 
pacientes con VIH y controles normales, así como los otros conjuntos de linfocitos 
Diseño: estudio de tipo descriptivo, observacional, de corte transversal. Institución: 
realizado en el los laboratorios de epidemiología molecular del instituto de medicina 
tropical de la UNMSM, con muestras recolectadas del hospital nacional Dos de 
Mayo.  
Muestra: Muestras de sangre total  anticoagulada con EDTA pertenecientes a una 
población mixta y sin rangos de edad, atendidos y diagnosticados con VIH en el 
servicio de infectología del Hospital Nacional Dos de Mayo y a una población 
control. 
Materiales y métodos: Se determinaron las células NKT así como los demás 
subconjuntos celulares gracias a la técnica de citometría de flujo utilizando el 
reactivo MultiTEST CD3 FITC/CD16 + CD56 PE/CD45 PERCP/CD19 APC de BD 
y tubos Trucount para el recuento absoluto. Se utilizó el software del equipo Accuri 
C6 para la adquisición y análisis de las muestras. El análisis estadístico se llevó a 
cabo utilizando STATA 10 donde se determinó la normalidad de las variables con la 
prueba de Shapiro-Wilk y se realizó la prueba de t de student para comparar medias. 
XI 
 
Resultados: Los recuentos absolutos de NKT en controles sanos son mayores que en 
pacientes infectados. Se obtuvo de medias 233.03 células/μL y 80.79 células/μL 
respectivamente, siendo las diferencias de estas estadísticamente significativas 
(p<0.000). Lo mismo ocurre con los valores porcentuales de este grupo celular. Del 
mismo modo se observa disminución en linfocitos totales y linfocitos CD3. Las 
células NK se mantienen en pacientes con VIH en este estudio. 
Conclusiones: Las células NKT se ven disminuidas en pacientes recientemente 
infectados con VIH en comparación a un grupo control. No sucede lo mismo con 
células NK. Se recomienda que este estudio sea el primer paso a nuevos trabajos que 
involucre células NKT y VIH así como su implicancia en la aparición de infecciones 
oportunistas e nuestro país. 
Palabras clave: VIH-1, SIDA, células NKT, respuesta inmune, citometría de flujo.  
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ABSTRACT 
NKT cells belong to the innate immune system and are distinguished because they 
have a special TCR which is restricted by the CD1d molecule and is expressed by 
different antigen presenting cells. These cells play an important role in regulating T 
cells because they secrete Th1, Th2 and Th17 cytokines; thereby they regulated the 
function of other cells of immune system. The implication they have in cancer, 
autoimmunity and infections has been widely observed. They have been shown an 
important role in the course of human immunodeficiency virus infection, since these 
cells have shown significant depletion as well as diminished function in infected 
individuals in different studies; that would modify the pattern of cytokines during 
infection. Although there are studies on this topic, there is no information in our 
country neither in the region. 
Objectives: To compare the absolute and percentage values of NKT cells as well as 
the other lymphocytes subsets in HIV patients and normal controls. Design: 
descriptive, observational, cross-sectional study. Institution: carried out in the 
Molecular Epidemiology Laboratory of the Institute of Tropical Medicine at 
UNMSM, with samples collected from the Dos de Mayo National Hospital. 
Participants or Material: blood samples anticoagulated with EDTA belonging to a 
mixed population with no age ranges, attended and diagnosed with HIV in the 
infectious disease department of Dos de Mayo National Hospital and to a control 
population. 
Materials and methods: NKT cells and other cell subsets were determined by flow 
cytometry using the BD-CDCP FITC / CD16 + CD56 PE / CD45 PERCP / CD19 
reagent and Trucount tubes for absolute counting. Accuri c6 software was used for 
the acquisition and analysis of samples. Statistical analysis was performed using 
STATA 10. Shapiro-Wilk test was used for normality test and the t-test of student 
was used to compare means. 
Results: Absolute NKT counts in healthy controls were higher than in infected 
patients. A mean of 233.03 cells / μL and 80.79 cells / μL were obtained, with the 
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differences being statistically significant (p <0.000). The same result was obtained 
with the percentage values of these cells. Likewise, there is a decrease in total 
lymphocytes and CD3 lymphocytes. NK cells are maintained in HIV patients. 
Conclusions: NKT cells are decreased in newly infected HIV patients compared to a 
control group. NK cells remain preserved and similar for both groups. It is 
recommended that this analysis should be the considered as the first step to new 
studies which involved NKT cells and HIV, as well as a way to study the 
development of opportunistic infections in people living with HIV in our country. 
Keywords: HIV-1, AIDS, NKT cells, immune response, flow cytometry. 
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CAPÍTULO I 
INTRODUCCIÓN 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 
1.1 DESCRIPCIÓN DE LOS ANTECEDENTES 
A partir del reconocimiento del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 
el año 1981, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) fue aislado e 
identificado en el año 1984 por el grupo de investigación liderado por Louis 
Montagnier (Francia, 1984) (1). Al principio, el SIDA se había caracterizado por 
afectar a individuos homosexuales, hemofílicos y heroinómanos; ocasionándoles la 
aparición de infecciones oportunistas y enfermedad por patógenos benignos. Sin 
embargo, el VIH puede afectar a cualquier persona que se exponga a las diferentes 
vías de transmisión. En el Perú, todavía existe una infección centralizada en ciertos 
grupos de riesgo (2). 
El VIH se caracteriza por su tropismo hacia los linfocitos T y otras células que 
expresen el receptor CD4, lo cual causa una disminución de la capacidad del 
hospedero para enfrentar patógenos debido a la insuficiencia de su sistema inmune 
(3).  
Al igual que los demás miembros de la familia Retroviridae, el VIH posee dos 
cadenas idénticas de ARN monocatenario envueltas por una cápside de forma 
icosaédrica que, a su vez, se encuentra rodeada por una doble membrana lipídica que 
incorpora como consecuencia de la gemación de la nueva partícula viral (3-5). Como 
parte de las características de esta familia de virus, el VIH posee tres genes que 
codifican las proteínas estructurales (gag), de la envoltura (env) y proteínas 
necesarias para la replicación viral (pol) (3-5). Asimismo, el virus presenta una serie 
de genes que expresan proteínas que favorecen la entrada del material genómico viral 
hacia el núcleo de la célula hospedera, la infectividad de la partícula viral, y otras 
funciones no muy bien caracterizadas. Es importante resaltar a la proteína Nef, que 
tiene la función de disminuir la expresión de la proteína CD4 en la célula huésped (1, 
3, 5). El gen gag codifica la poliproteína precursora p55, que luego es clivada para 
formar las proteínas p17 (proteína de la matriz, que forma una capa por debajo de la 
doble capa lipídica del virus), p24 (formadora de la cápside viral) y la p7 (proteína de 
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la nucleocápside que se encuentra unida al genoma viral y que favorece la 
transcripción reversa) (3, 5).  
Las dos proteínas de la envoltura, gp120 y gp41, forman heterodímeros agrupados de 
a tres en la membrana lipídica de la partícula viral y son necesarios para la unión y 
entrada del virus a la célula huésped. Para que el VIH pueda ingresar a una célula, 
necesita que esta exprese la proteína CD4, una glicoproteína monomérica de 58 kda, 
que de manera natural funciona como correceptor de las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad de tipo II durante el reconocimiento de antígenos 
extraños por parte de los linfocitos T. Esta glicoproteína es expresada en un gran 
número de células en distinta proporción (al menos 60 % de los linfocitos T 
circulantes, linfocitos T vírgenes de la médula ósea roja y el timo, macrófagos, 
monocitos, células de la microglia, entre otras) (3, 5).  
Si bien la presencia de CD4 es indispensable para que el virus invada a la célula 
hospedera, no es el único requerimiento que deben de tener las células susceptibles a 
la infección, ya que para la unión a la célula blanco, estas necesitan expresar un 
receptor de quimioquinas. Existen varios receptores que han sido identificados como 
correceptores para el VIH, pero los más utilizados por este virus son el receptor de α-
quimioquinas CXCR4 y el de ȕ-quimioquinas CCR5 (3, 5). La expresión de estas 
moléculas en células CD4+ es variable, la primera es expresada en una gran cantidad 
de células, mientras que la expresión de CCR5 está limitada a linfocitos T, 
macrófagos y células dendríticas. Los linfocitos T de memoria pero no los linfocitos 
T vírgenes de sangre periférica, expresan niveles considerables de CCR5, mientras 
que el CXCR4 se presenta con niveles altos en linfocitos T sanguíneos vírgenes y de 
memoria. Los linfocitos T de tejido linfoide como el GALT (Gut associated 
lymphoid tissue, tejido linfoide asociado al intestino) en el intestino son ricos en la 
expresión de CCR5 (3, 5). 
Una vez que la gp120 se une a molécula CD4, esta sufre un cambio conformacional 
exponiendo un sitio para la unión al receptor de quimioquinas. El doble nexo de la 
gp120 con estas dos moléculas, se traduce en una unión más estable entre ambas 
células, permitiendo que la gp41 penetre la membrana y posteriormente a un cambio 
conformacional ambas membranas llegan a fusionarse (3, 5). Luego de la fusión, el 
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ARN y las demás proteínas necesarias son liberadas dentro del núcleo para la 
transcripción reversa y la duplicación del ADN viral, el cual finalmente es integrado 
al genoma de la célula hospedera gracias a la integrasa viral (3, 5). 
La respuesta inmune innata del hospedero juega un papel crucial en la defensa contra 
el virus, pero también en el desarrollo de la infección por VIH. Tanto las barreras 
primarias, moléculas secretadas por estas y células inmunes que se encuentran en las 
mucosas, pueden frenar la infección, pero al mismo tiempo se ha identificado que 
algunos de estos elementos son necesarios para establecer la enfermedad, debido a 
las características innatas del virus y a la capacidad que posee el VIH para evadir 
elementos de la inmunidad innata y de la inmunidad adaptativa (6, 7). 
Las células NKT son células pertenecientes al sistema inmune innato que poseen 
propiedades inmunes especiales y que llevan su nombre por poseer características 
tanto de células NK como de linfocitos T (8). Si bien ya habían sido descritas como 
un subconjunto de linfocitos T murinos que presentaban un TCR (receptor de células 
T) con una expresión mayor de la cadena Vb8 en comparación con los otros 
conjuntos de linfocitos y no expresaban CD4 o CD8 (8); el término linfocitos NKT 
fue recién utilizado en 1995 para referirse a linfocitos T de ratones que expresaban el 
marcador de células NK, NK1.1 (8-10).  Según como han avanzado las 
investigaciones que involucran a estas células, el término de células NKT ha ido 
evolucionando a lo largo de los años, considerando ahora dentro de este grupo a 
células T restringidas por la molécula CD1d (ver adelante). Adicionalmente, ahora se 
identifican grupos celulares parecidos a las células NKT que parecen ser estados de 
maduración previos o ser grupos celulares que tendrían funciones diferentes (11, 12). 
El TCR especial que expresan las células NKT posee aminoácidos hidrofóbicos en su 
sitio de unión, lo que les permite reconocer antígenos de origen lipídico (8, 9). Solo 
reconocen antígenos de esta naturaleza presentados por células presentadoras de 
antígeno (APCs) a través de la molécula CD1d (8, 9).  Las proteínas no polimórficas 
CD1 que también incluyen CD1a, CD1b, CD1c y CD1e son moléculas que 
comparten homología y estructura con las moléculas del CMH I. Poseen una cadena 
pesada con tres dominios extracelulares (alfa 1, alfa 2 y alfa 3) que se encuentra 
enlazada a través de una unión no covalente con una cadena ligera beta2-
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microglobulina (13). Esta molécula se expresa sobre todo en células sanguíneas, pero 
también está presente en células no sanguíneas como células epiteliales del timo, y el 
endotelio (13). 
Las células NKT pueden ser divididas en dos tipos diferentes según las 
características del TCR que posean y la reactividad que presentan frente a ciertos 
antígenos lipídicos (11, 14, 15): las de tipo I que expresan un receptor TCR 
invariante y son activadas por el α-galactosilceramida y las del tipo 2 que poseen un 
TCR más diverso y se activan con otro grupo de antígenos (8, 11, 16-18). Además, 
según la expresión de CD4 o CD8 se pueden dividir en cuatro subpoblaciones: 
CD4+/CD8–, CD4−/CD8αα+, CD4−/CD8α+ȕ+ y CD4–/CD8− (8). Si bien los dos 
tipos son restringidos por la proteína CD1d, las del tipo I, también llamadas NKT 
invariantes poseen características particulares que las diferencian del segundo grupo. 
Su característica principal, y por la cual deben su denominación, es la expresión de la 
cadena alfa con el rearreglo Vαβ4-Jα18 y una cadena beta Vȕ11 casi siempre 
invariante (18). Expresan, en conjunto con CDs propios de células NK, marcadores 
de células T efectoras como el CD45ro (8). 
El primer antígeno que se reconoció como ligando de las células NKT es la molécula 
artificial α-galactosilceramida (α-galcer), una glicosilceramida extraída 
primeramente de la esponja Agelasphins mauritanus. A pesar de no ser un ligando 
natural, esta molécula activa de manera bastante efectiva a las células NKT y se ha 
evaluado su actividad terapéutica en pacientes con cáncer y enfermedades inmunes. 
Se ha podido identificar que antígenos bacterianos como el galactosyl diacylglycerol 
de Borrelia burgdorferi o el phosphatidilinositoltetramannosido de Mycobacterium 
leprae pueden activar a las células NKT. Además, se sugiere que moléculas lipídicas 
intracelulares propias, podrían activar estas células cuando se encuentran de manera 
extracelular (8, 16, 18). De estas conjeturas se asume el importante papel que 
jugarian en cancer, autoinmunidad e infecciones por virus y bacterias 
Es importante mencionar que la activación de las células NKT se realiza tanto de 
manera directa como indirecta. La primera se presenta cuando antígenos lípidos 
bacterianos, parasitarios o provenientes de virus son presentados directamente por las 
células presentadoras de antígenos a estas células trayendo como consecuencia su 
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activación. La segunda se lleva a cabo debido a la presentación de lípidos endógenos 
presentados por las APC y activación mediante citocinas secretadas por estas, esto 
debido a la interacción de agonistas de los TLR con los TLR en la membrana de la 
célula presentadora de antígenos. Ambas vías requieren la presentación de antígenos 
lipídicos por parte de la molécula Cd1b en la célula APC al TCR de la célula NKT 
(18). 
Se empezó a tomar atención a este grupo de células por la gran habilidad que se 
demostró que tenían para la secreción de citocinas, tanto Th1 como Th2. Dentro de 
las primeras se encuentra el INF-gamma y el TNF-beta, mientras que dentro del 
segundo grupo secretan IL-4, IL-10 e IL-13. Adicionalmente secretan  IL-2, (TGF)-
beta entre otras citocinas. La producción de citocinas se genera inmediatamente 
después de la activación de las células para luego cesar su secreción. El grado de 
activación y el perfil de citocinas producidas va a depender del contexto en que son 
activadas, por ejemplo, el compromiso de moléculas coestimuladoras como CD28 o 
CD40L pueden modular su activación; del mismo modo, distintos agonistas pueden 
influir en el perfil de secreción de citocinas (18).  
Las células NKT se relacionan de manera importante con células tanto del sistema 
inmune innato como adaptativo. Estimulan potentemente las funciones de las células 
dendríticas, promueven la activación de células NK, neutrófilos, macrófagos, así 
como de linfocitos B y T. Regulan la diferenciación de linfocitos T CD4 vírgenes 
hacia células Th efectoras (18). 
La importancia de estas células en el curso de infecciones por retrovirus se evidencia 
en el trabajo de Littwitz-Salomon (19), donde se utilizó el modelo en ratones Friend 
Virus. Como resultado se concluyó que los diferentes subconjuntos de NKT (CD4+, 
CD8+ y DN) generan una respuesta diferente frente al virus, esta puede ser 
inmunosupresora, inmunoestimuladora o citotóxica. En la fase inicial de la infección 
en ratones, la respuesta inmunosupresora caracterizada por aumento de citocinas IL-
10 e IL-13 así como la actividad citotóxica de estas células se ve aumentada. 
También se pudo concluir que la estimulación de estas células con el ligando α-
galactosilceramida, aumenta la activación celular y disminuye la carga viral en los 
órganos afectados. 
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En los últimos años, se ha tomado interés en investigar el comportamiento que 
presentan estas células frente al virus de la inmunodeficiencia humana y se ha podido 
demostrar que juegan un papel importante tanto en el establecimiento de la infección 
como en la defensa contra este.   Además de expresar CD4, para que una célula sea 
susceptible a la infección por VIH, ésta necesita expresar el receptor CCR5 o 
CXCR4. Sandberg encontró que un 93.4% de las NKT CD4- y 33.3% de las NKT 
CD4+ expresaban CCR5 y que la mayoría de ambos grupos expresaba CXCR4. El 
subconjunto CD4+ expresa CD62L por lo que migra hacia los nódulos linfáticos 
mientras que las CD4- expresan en receptor CD11a por lo que se infiltran a los 
tejidos. En su estudio se concluyó que la depleción estaría limitada a CD4+ (20).  
Fernández y colaboradores (2009) encontraron en macacos infectados con SIV un 
patrón de expresión similar a lo encontrado por Sandberg. La expresión de CCR5 en 
NKT de humanos es variable, el CXCR4 es casi ubicuo (21).  En otro estudio, 
Fernández y colaboradores (2014) llegaron a la conclusión que la disminución de 
NKT CD4+ se correlaciona con la disminución de CD4+ T totales pero no predice la 
pérdida total de células T CD4 de la fase crónica. El aumento de células T CD4 
activadas se correlaciona con la disminución de células NKT en la infección 
temprana. La función de las NKT se ve afectada en lo que respecta a la secreción de 
INF gama (8, 22). 
Motsinger y colaboradores (2002) demostraron que ambas variantes, con tropismo 
por CCR5 y CXCR4 eran capaces de infectar tres cultivos de NKT en estado activo y 
de reposo. Esos cultivos fueron más susceptibles a la variante CCR5. La expresión de 
esta molécula fue mayor y las células activadas con α-galcer fueron más susceptibles 
al virus (23).  Su estudio demuestra que ya sea en estado de reposo o activadas con α-
galcer, las células NKT expresan altos niveles de receptores de quimioquinas, esto 
incluye los correceptores CCR5 y CXCR6.  Las familias de estos receptores se 
expresan de manera diferente en los subconjuntos de linfocitos T vírgenes y de 
memoria. La familia de receptores CC se presenta principalmente en los linfocitos T 
activados/de memoria, mientras que el CXCR4 y CCR7 se expresa en niveles 
mayores en linfocitos T vírgenes. Dependiendo de la expresión de CCR7 los 
linfocitos de memoria se han separado en dos subconjuntos. Las células de memoria 
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CCR7- no presenta el receptor CD62L, que es necesario para su desplazamiento 
hacia las glándulas linfáticas, por lo que migran hacia los diferentes tejidos y sitios 
de infección. Ocurre lo opuesto con las CCR7+. Las células NKT en reposo o 
activadas presentan una expresión CCR7-CCR5+CXCR6+ con lo que se encuentran 
en los órganos y lugares de infección por lo que serían más susceptibles a la 
infección por el VIH (23). El estudio también concluye que las células NKT 
activadas o en reposo positivas para el marcador CD4 son más susceptibles a la 
infección que las células TCD4+ convencionales (23).  También demuestran la 
disminución de células NKT en pacientes VIH comparados con controles sanos. No 
se conoce la razón de la disminución de las NKT CD4-. Se sugiere que la activación 
in vivo daría como resultado la apoptosis de estas células, la cual es dependiente de 
IL-12 por lo que se presume que la activación de estas células en la infección por 
VIH resultaría en una muerte celular programa. Si bien en otras infecciones como la 
causada por listeria monocytogenes, las células NKT disminuyen cuantitativamente, 
se recuperan en el transcurso de la infección, lo cual no ocurre durante la infección 
por el VIH donde la disminución de las células permanece, situación que es atribuida 
a la estimulación crónica por parte del virus o a la desaparición de precursores NKT 
(23). Los mismos autores también demostraron que el SIV es capaz de disminuir las 
NKT CD4+ por un mecanismo de  citólisis (24). 
Fleuridor  y colaboradores (2003) demostraron la capacidad de la variante CCR5 
para infectar a leucocitos NKT. En su estudio observaron que la cinética de 
producción viral demoro 7 días más en comparación con la producción de VIH en 
linfocitos primarios CD4+ (25). Debido a que la variante CCR5 es la forma 
predominante de trasmisión de VIH y la variante CXCR4 se presenta en etapas 
posteriores de la infección, se puede concluir que las células TNK CD4+ podrían 
disminuir debido a la infección directa por parte del VIH.  
En etapas tempranas de la infección por VIH/SIV, se ha demostrado que las células 
NKT pueden sufrir una disminución numérica y esta es atribuida a la capacidad que 
tiene el virus para infectar al subconjunto CD4+ (9, 20, 26). 
Van der Vliet  y colaboradores (2002) mostraron que los niveles de NKT 
Valfa24+Vbeta11+ estaban disminuidos en pacientes VIH crónicos 
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independientemente de la carga viral, conteos de CD4+ y radio CD4/CD8. La mayor 
proporción de la disminución de estas células se observó durante el primer año 
después de la seroconversión. Debido a que encontraron que la ocurrencia de CD4+ 
y CCR5 en las NKT se presenta en un pequeño porcentaje en comparación con la 
expresión de moléculas Fas (CD95). La muerte celular apoptótica programada por la 
unión de fas/fasL que es mediada por activación de caspasas, es un factor importante 
en la depleción de células T en la infección por VIH, con lo que sugieren que la 
disminución se debía a la muerte inducida por activación de estas moléculas en vez 
de ser causada por la infección directa de las células NKT (26). 
Demin Li y Xiaoning Xu (2008) mencionaron que las células NKT infectadas con la 
variante CCR5 son más eficientes en lo que respecta a replicación viral. Las NKT 
activadas producen 10 a 20 veces más partículas víricas y 10 veces más virus 
infecciosos que las células T convencionales activadas. Parecen jugar un rol en el 
establecimiento de la infección (9). Los diferentes subconjuntos tienen diferentes 
mecanismos por los cuales disminuyen. No se conoce la distribución de las células 
NKT CD4+ en el GALT, pero se cree que su disminución sigue una vía similar a los 
linfocitos T CD4+ ya que se ha demostrado que el VIH infecta directamente a las 
NKT (9). En la fase crónica de la infección por el VIH, su disminución sería 
consecuencia de la activación de la muerte celular inducida por el virus también 
como causa de la infección lítica (9). Probablemente la activación celular 
inapropiada  es la razón principal por la cual las TNK CD4- disminuyen. Existen 
otras posibilidades tales como la redistribución y secuestramiento en los nódulos 
linfáticos (9). Por su papel inmunoregulador, la disminución de las células NKT 
facilitaría el establecimiento y persistencia de la infección además de contribuir al 
debilitamiento de la inmunidad del huésped y aparición de infecciones oportunistas 
(9). Con el tratamiento antiretroviral de gran actividad “TARGA” aún existe 
infección crónica por el virus en el GALT. El artículo menciona que podría ser la 
razón por la cual el subconjunto CD4- se recupera más rápidamente que el CD4+, 
mencionando además que la adición de IL-2 mejora su recuperación (9). 
En nuestro país, no existen investigaciones que estudien los valores de las células 
NKT en sangre periférica en ninguna de las etapas de la infección por VIH. Por lo 
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tanto, un estudio de este tipo abre nuevas posibilidades de investigación en este 
campo. 
Problema de investigación: 
¿Cuáles son los valores de células NKT en sangre periférica de pacientes con y 
sin infección por VIH-1? 
1.2 IMPORTANCIA 
En 2015, la Organización Mundial de la Salud (OMS) señaló que más de 36 millones 
de personas en el mundo viven infectadas con VIH, infección que en el año 2015 
cobró 1.1 millones de muertes (27). En Perú en el 2016 se notificaron 4510 casos de 
VIH y 861 casos de sida (28), así mismo las últimas estadísticas indican que unas 
1106 personas murieron a causa de la enfermedad para el año 2011 (2). A pesar que 
los fármacos antirretrovirales desarrollados detienen el avance del virus y aumentan 
la esperanza de vida de las personas infectadas estos no eliminan la infección y 
lamentablemente, debido a la capacidad de mutación del virus, tarde o temprano, este 
genera resistencia contra las drogas existentes (7, 29). Si bien se han realizado 
numerosos esfuerzos por hallar una vacuna contra el virus, aun no se han logrado 
resultados (7, 29).  
Es conocido que el VIH logra burlar las defensas naturales y evade su eliminación 
del organismo (7, 29), por estos motivos es esencial entender de qué manera el 
sistema inmune reacciona contra este sobre todo conocer qué células resultan 
alteradas o ayudan a combatir la infección.  Actualmente la respuesta inmune 
adaptativa contra el VIH es bien comprendida y se han venido realizando estudios 
sobre cómo las respuestas innatas actúan frente a la infección (6). Dentro de estas 
investigaciones se ha tomado interés en entender cuáles son los mecanismos 
mediante los cuales las células NKT, caracterizadas por responder frente a antígenos 
lipídicos, parecerían sucumbir ante la infección primaria a pesar de jugar un rol 
importante en la lucha del organismo contra la infección y el desarrollo de 
infecciones oportunistas que caracterizan al estadio SIDA (9, 30). 
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A pesar que ya existe estudios que como los de Fernandez y colaboradores que 
determinan la disminución selectiva de estas células durante los primeros meses 
luego de la seroconversión (21, 26, 30), no existen datos de nuestro país, por lo cual 
es importante corroborar con estudios previos. Esto es un paso para próximos 
estudios donde se podría evaluar no solo el aumento o disminución según la etapa de 
la enfermedad, sino también las condiciones mediante las cuales se puede prevenir la 
depleción y disminución de función de estas células lo que favorecería una 
progresión a largo plazo. Además se ha sugerido que estas células podrían utilizarse 
de alguna manera en la terapia contra este virus. 
1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 
1.3.1 Objetivo general 
Determinar si existen diferencias entre la población de células NKT en pacientes 
diagnosticados con VIH sin recibir tratamiento y en personas sin infección por VIH 
1.3.2 Objetivos específicos 
1. Determinar el recuento porcentual y absoluto de linfocitos totales y de sus 
subpoblaciones; y si estos se encuentran alterados en pacientes recientemente 
diagnosticados con VIH. 
2. Describir los cambios en el recuento porcentual y absoluto de linfocitos 
totales así como de sus subpoblaciones.  
3. Comparar los valores de leucocitos totales en ambos grupos. 
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1.4 BASES TEÓRICAS 
1.4.1 BASE TEÓRICA 
Las células NKT (natural killer T cells) son un subconjunto de células del sistema 
inmune innato identificadas inicialmente en ratones en el año 1995 (8, 16). Estas, son 
células CD3+ que además poseen características y marcadores propios de células NK 
(16-18). δa característica principal de estas células es su activación frente a la α-
galactosilceramida, un compuesto lipídico extraído de una esponja marina, el cual es 
presentado por las células presentadoras de antígenos (APC) utilizando la molécula 
CD1d en lugar de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)  
(16, 18, 31).  
La determinación de las células NKT se realiza mediante la técnica de citometría de 
flujo (5, 26, 27). Ya que estas expresan el marcador CD3, propio de linfocitos T, así 
como marcadores de células NK como Cd161, Cd56 y CD16 (15, 16), estos se 
utilizan para la identificación de estas células.. La identificación específica de las 
células NKT de tipo I se realiza gracias a las características de su TCR, utilizando 
marcadores específicos para las porciones no variantes o mediante su unión 
especifica al α-galactosilceramida (31, 32). Debido a que la identificación de cada 
subconjunto sobrepasa los objetivos de este estudio y a que la población de NKT tipo 
I es mínima se considerará a las células NKT como células 
CD3+CD16/CD56+CD19- (33). Es cierto que existen células que no son NKT con 
estas características pero es un porcentaje muy pequeño (16, 18, 34). 
Las células NKT funcionan como un nexo entre la inmunidad innata y la inmunidad 
adaptativa al secretar diferentes citocinas que incluyen al INF-Ȗ, Iδ-4 y TNF-ȕ, las 
cuales van a activar y permitir la acumulación de células NK, linfocitos T y APC en 
el lugar donde se requiera. Las citocinas secretadas son del tipo Th1 (T helper 1) 
como Th2 (T helper 2), por lo que se les atribuye una función inmunoreguladora 
(16). 
Varios estudios han demostrado que las células NKT juegan un rol importante 
durante la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (9, 30). Las 
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células NKT son muy susceptibles a la infección por este virus y su disminución, 
tanto en número como en función, será determinante para el establecimiento de la 
infección. Por otro lado, las citocinas que secretan las células NKT ayudarían a 
combatir la propagación del virus, así como también a evitar las infecciones 
oportunistas que aparecen durante el estadio SIDA (síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida). Por lo tanto, un descenso de estas células, sería perjudicial para los 
pacientes infectados por el VIH (9, 20, 26).  
Algunos estudios han encontrado que las células NKT disminuyen en los primeros 
meses luego de la seroconversión (22, 25, 30), sin embargo, estos niveles se verían 
aumentados luego del inicio de la terapia TARGA (35). Por otro lado, diferentes 
investigaciones han reportado que las células NKT tendrían un comportamiento 
similar a los linfocitos T CD4+ con respecto a su recuperación (17).  
Debido a que las células NKT tienen un papel importante en combatir la infección, se 
ha demostrado que el mantenimiento de los niveles y función adecuada de estas 
células favorecería la progresión a largo plazo de la enfermedad convirtiéndose 
además en un objetivo terapéutico (17, 20). 
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1.4.2 DEFINICIÓN DE TÉRMINOS 
CD: Cluster of differentiation, es una nomenclatura con la que se designa a 
moléculas de superficie que se utilizan como marcadores útiles para la clasificación e 
identificación de leucocitos. Esta nomenclatura empezó en 1982 y fue desarrollada y 
es mantenida por el Human Leukocyte Differentiation Antigens workshop. 
CD3: Proteínas formadas por las cadenas Ȗ, į, İ y ζ. δas cuales poseen dominios 
ITAM que se encargan de transmitir las señales provenientes de la interacción del 
TCR y el antígeno. 
CD4: Glicoproteína transmenbrana de 55KDa perteneciente a la superfamilia de las 
inmunoglobulinas. Funciona como un correceptor de señalización y adhesión en la 
activación de linfocitos T restringidos por el MHC de clase II. 
CD8: Heterodímero formado por una cadena α y ȕ, perteneciente a la superfamilia de 
inmunoglobulinas. Funciona como un correceptor de señalización y adhesión en la 
activación de linfocitos T restringidos por el MHC de clase I. 
CD16: Receptor de baja afinidad para la fracción Fc de la IgG. Participa en la 
fagocitosis y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. 
CD19: Glicoproteína transmembrana de 95 KDa que aparece tempranamente durante 
la maduración de los linfocitos B y se mantiene en estas células maduras. Participa 
en la activación de los linfocitos B.  
CD45: Glicoproteína de 240 kDa expresada en la mayoría de células hemáticas 
maduras e inmaduras.  
CD56: También conocida como NCAM (neural cell adhesion molecule), es una 
glicoproteína de superficie de 180 kD codificada por un gen localizado en el 
cromosoma 11. Su rol principal es el de participar en adhesión célula-célula, pero 
también se le ha considerado como un receptor de señalización que tiene impacto en 
la adhesión, migración, proliferación, apoptosis, diferenciación y supervivencia 
celular, así como en la plasticidad sináptica.   
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Célula presentadora de antígeno (APC): Células que muestran sobre su superficie 
y unidas a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de tipo II, 
fragmentos de antígenos proteicos para presentarlos y activar de esta manera a los 
linfocitos T. 
Célula NK: Población de linfocitos no T, no B, granulares y de gran tamaño que se 
desarrollan mayoritariamente en médula ósea y luego entran a circulación. Estas 
células representan del 10–15% de las células mononucleares de sangre periférica. 
Las células NK tienen importancia en la inmunidad innata contra virus y otros 
agentes patógenos intracelulares y en la citotoxicidad mediada por células 
dependiente de anticuerpos (ADCC), también en la inmunidad antitumoral.  
Citometría de flujo: Método de análisis, mediante el cual se pueden determinar las 
características físicas y químicas de un flujo de células, o partículas, en suspensión 
cuando estas pasan a través de un haz luminoso. Las señales individuales son 
detectadas por el equipo, el cual genera información de tamaño, complejidad y 
patrón de fluorescencia si se agregó algún marcador fluorescente. 
Coestimulador: Molécula de membrana o de secreción de las APC y que suministra 
la segunda señal necesaria (antígeno, primera señal) para la activación de los 
linfocitos T vírgenes. 
Complejo principal de histocompatibilidad (MHC): Conjunto de genes bastante 
polimorfos que en el humano se encuentran en el cromosoma 6. Estos se encargan de 
codificar a los péptidos que presentan los antígenos a los linfocitos T. También en 
este locus se encuentran genes que expresan citocinas, proteínas del complemento y 
moléculas relacionadas con el procesamiento del antígeno. 
Linfocito T: Tipo de célula que interviene en las respuestas celulares de la 
inmunidad adaptativa. Maduran en el timo y luego ocupan los tejidos linfoides 
secundarios. Poseen un receptor de linfocitos T que reconoce fragmentos peptídicos 
del antígeno presentado por el MHC propio. 
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Linfocitos Th1: Subconjunto de linfocitos T cooperadores CD4+ que secreta INF-
gamma. Estimula las respuestas contra organismos intracelulares al favorecer la 
activación de los fagocitos macrófagos. 
Linfocitos Th2: Subconjunto de linfocitos T cooperadores CD4+ que secreta IL-4 e 
IL-5. Estimula la eliminación de parásitos helmintos al favorecer las respuestas que 
ocurren a través de IgE y basófilos y mastocitos. 
Receptor de linfocitos T (TCR): Heterodímero proteico responsable del 
reconocimiento antigénico presente en los linfocitos T. Puede ser de tipo αȕ o Ȗį 
dependiendo de las cadenas peptídicas que lo conforman. El de tipo αȕ es el más 
común y se genera por recombinación genética en los linfocitos T. 
Receptor de quimiocinas: Receptores de superficie para las quimiocinas que 
intervienen en la migración de leucocitos. 
Respuesta inmune: Reacción conjunta y coordinada del sistema inmune frente a la 
entrada de sustancias ajenas. 
Sistema inmune: Células y moléculas responsables de la ejecución de la inmunidad, 
es decir, de la protección del individuo contra organismos extraños. 
1.4.3 FORMULACIÓN DE LA HIPÓTESIS 
Se postula que habrá una variación significativa entre los valores de células NKT 
entre las personas con y sin infección por VIH-1. Siendo los valores de estas células 
en las personas con infección significativamente menor a los encontrados en el grupo 
control. 
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CAPÍTULO II 
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CAPÍTULO II: MÉTODOS 
2.1 DISEÑO METODOLÓGICO 
2.1.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN 
Estudio cuantitativo, descriptivo. 
2.1.2 DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 
Estudio de tipo observacional, de corte transversal, prospectivo. 
2.1.3 POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Se trabajó con una población mixta y sin rangos de edad, atendidos y diagnosticados 
con VIH en el servicio de Infectología del Hospital Nacional Dos de Mayo. 
Adicionalmente se trabajó con una población control, conformada por voluntarios 
sanos que rotan o trabajan en el Laboratorio de Epidemiología Molecular del 
Instituto de Medicina Tropical de la UNMSM y que aceptaron  participar en el 
estudio. 
2.1 4 MUESTRA Y MUESTREO  
Se analizaron muestras de sangre periférica anticoaguladas con EDTA dipotásico, 
transportadas y almacenadas a temperatura ambiente.  
Se realizó un muestreo no probabilístico por conveniencia condicionado por la 
disponibilidad de reactivos,  materiales y pacientes. 
Se aceptaron todas las muestras seropositivas que cumplían con los criterios de 
inclusión. El número de muestras recolectadas fue de 50, pero por la demora en el 
tiempo de transporte solo se pudo procesar 44.   
Adicionalmente se procesaron 15 muestras controles, colectadas de voluntarios 
sanos. Se procesaron un total de 69 muestras. 
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El tamaño muestral se vio limitado debido a la cantidad de reactivo que se dispuso 
para el análisis de las muestras y a la disponibilidad de pacientes y controles.  
Se contó con dos cajas de reactivo Multitest (ver Anexo 2), cada uno para 50 
determinaciones. Adicionalmente se contó solo con 3 bolsas de tubos TruCount (ver 
Anexo 3), los cuales son necesarios para determinar el número de células, cada bolsa 
contiene 25 tubos. Se prefirió trabajar con más muestras patológicas.  
2.1.4.1 Criterios de inclusión  
- Muestras de pacientes de ambos sexos, mayores de 18 años que hayan sido 
atendidos en el servicio de Infectología del Hospital Nacional Dos de Mayo y que 
hayan aceptado participar en el estudio. 
- Muestras de pacientes que hayan sido diagnosticados recientemente con VIH 
mediante (ELISA y confirmación por Western blot). 
- Muestras de sangre total anticoagulada con EDTA con no más de 24 horas de 
extracción.  
2.1.4.2 Criterios de exclusión 
- Muestras de pacientes que tomaron algún fármaco retroviral antes de la toma de 
muestra. 
- Muestras de pacientes que ya habían iniciado su tratamiento antirretroviral 
- Muestras que presentaron coágulos o volumen inadecuado. 
- Muestras que se hayan congelado durante su traslado o almacenamiento. 
2.1.5 VARIABLES 
Infección por VIH: variable independiente 
- Definición conceptual: Infección causada por el virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH), la cual va destruyendo gradualmente células del sistema inmune 
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del individuo infectado causando inmunodeficiencia hasta llegar a la fase 
conocida como SIDA. 
- Definición operacional: Muestra de sangre total de paciente con pruebas positivas 
de Elisa y Western blot  para el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1. 
- Dimensión: Evidencia de ambas pruebas positivas y sin un diagnóstico previo de 
la enfermedad. 
- Indicadores: Sí / No 
Valores de células NKT en sangre periférica: variable dependiente  
- Definición conceptual: células T dependientes de CD1d que pueden o no 
expresar el TCR invariante Vαβ4-Jα18  y/o CD161  
- Definición operacional Porcentaje y cantidad por uL de células identificadas 
como células NKT por citometría de flujo (CD3+, CD56CD16+) 
- Dimensión: Porcentaje de células NKT totales / Valor absoluto de células NKT 
totales 
- Indicadores: 0-100 % / 0-200 células /mm3 
2.1.6 TÉCNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCIÓN DE DATOS 
Las muestras de individuos infectados recientemente con VIH y que aceptaron 
participar en el estudio fueron colectadas en el servicio de Infectología del Hospital 
Nacional Dos de Mayo como parte de los procedimientos de rutina que se realizan a 
estos pacientes. El consentimiento informado quedó en custodia del servicio de 
infectología. No se tuvo acceso a nombres ni a datos de los pacientes, solo a muestras 
identificadas mediante códigos numéricos.  
Las muestras fueron recogidas en el hospital y se llevaron al laboratorio de 
Epidemiología Molecular del Instituto de Medicina Tropical de la UNMSM donde se 
llevó a cabo el procesamiento de muestras. Las muestras solo fueron aceptadas con 
cuatro horas como máximo desde que fueron extraídas hasta el inicio de su proceso. 
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Un tiempo mayor afecta la viabilidad de las células. Por ese motivo de las de 50 
muestras recolectadas solo 44 pudieron ser procesadas. 
Los controles sanos fueron rotantes y personal del laboratorio de Epidemiología 
Molecular del Instituto de Medicina Tropical de la UNMSM, a los cuales se les hizo 
firmar un pequeño consentimiento informado aceptando la toma de muestra 
sanguínea y su inclusión en el estudio. Para seguir el mismo esquema utilizado para 
las muestras de pacientes infectados, las muestras de los controles solo fueron 
codificadas con códigos numéricos. El proceso que siguieron las muestras fue el 
mismo que el utilizado para los pacientes infectados.  Ya que los controles se 
encontraban físicamente en el lugar donde se procesaron las muestras no fue 
necesario descartar ninguna muestra ya que todas cumplían con los criterios de 
inclusión. 
2.1.7 PROCEDIMIENTOS Y ANÁLISIS DE DATOS  
La identificación de células NKT se llevó a cabo utilizando la técnica de citometría 
de flujo con cuatro fluorocromos. Se utilizó el reactivo MultiTEST CD3 FITC/CD16 
+ CD56 PE/CD45 PERCP/CD19 APC de Becton Dickinson (BD) con tubos 
Trucount (BD) para el recuento absoluto de los subconjuntos celulares.  
Se utilizó para la lectura de las muestras el citómetro de flujo BD AccuriTM c6. El 
análisis de las mismas se realizó utilizando el mismo software del citómetro.  
Previo al procesamiento de las muestras se realizó el procedimiento de compensación 
que se muestra en el ANEXO N°1. El procedimiento realizado, así como el control 
de calidad diario se muestra en el ANEXO N°1. Los instructivos del reactivo 
MultiTEST y tubos Trucount se muestran en los anexos N°2 y N°3 respectivamente.  
Se realizó una adquisición de 50000 eventos a velocidad de adquisición media. 
Previamente, se creó una plantilla especial en la cual se incluyeron las adquisiciones 
de las muestras control así como patológicas. Ambas fueron identificadas utilizando 
el código de cada una y la fecha en la que se procesó. 
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El análisis de resultados se llevó a cabo mediante la plantilla creada y se siguió con 
la estrategia de análisis recomendado por la guía proporcionada por la casa comercial 
para el análisis de subpoblaciones linfocitarias por citometría de flujo (36). A esta se 
adicionó la identificación especifica de la población CD3+CD56/CD16+CD19-. Los 
pasos de la estrategia de análisis se muestran en la figura N°1. 
Análisis estadístico 
Se obtuvieron los recuentos porcentuales y absolutos de leucocitos, linfocitos totales, 
linfocitos T, linfocitos B, monocitos, neutrófilos, leucocitos NK y células NKT. 
Todos los recuentos fueron ingresados a una plantilla de Microsoft Excel®. Luego 
fueron trabajados en el programa STATA 10.  Se evaluaron los resultados por 
separado y para cada población leucocitaria tomando especial importancia a las 
células NKT. Se obtuvo la media, desviación estándar y coeficiente de variación de 
cada grupo de resultados.  
Para determinar la distribución normal de las variables se utilizó la prueba Shapiro-
Wilk. La comparación de ambos grupos (controles sanos y pacientes infectados) se 
realizó mediante la prueba de t-student.  Para esta última se trabajó con un nivel de 
significancia del 95 % (α= 0.05) y 57 grados de libertad. 
2.1.8 CONSIDERACIONES ÉTICAS 
Las muestras de sangre fueron colectadas en el marco de atención de personas 
viviendo con VIH que acuden al hospital nacional 2 de mayo. Todos los pacientes 
firmaron un consentimiento informado el cual custodia el servicio de infectología del 
hospital. En este estudio se realizó un análisis anónimo de muestras evitando la 
posibilidad de identificar a los pacientes de los cuales provino cada muestra. 
Luego de ser procesadas, las muestras y productos biológicos fueron eliminados 
siguiendo las normas de bioseguridad. Los datos colectados fueron almacenados solo 
mediante códigos.  
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I. 
CAPÍTULO III: RESULTADOS 
La estrategia de análisis que se siguió se muestra en la figura N° 1. 
 
 
 
 
Figura N°1; ESTRATEGIA DE ANÁLISIS: Se muestra la estrategia de análisis que se utilizó para el análisis de las poblaciones. A partir 
del gráfico SSC Vs FSC se realizó un gate tratando de encerrar todas las células y otro que abarque el debris caracterizado por FSC y SSC 
bajo (A). Del gate de células, en el gráfico SSC Vs CD45 se realizó un gate de todos leucocitos caracterizados por ser CD45+, con el 
objetivo de eliminar el debris restante (B). Del gate de leucocitos y en el mismo gráfico se verificó la posición de las cinco poblaciones 
leucocitarias (C). Se realizó la diferenciación de linfocitos, neutrófilos, eosinófilos y monocitos haciendo un gate de cada uno(C). A partir 
del gate de linfocitos se determinaron los linfocitos B utilizando el histograma con el marcador CD19 (D) y con el gráfico de puntos 
enfrentando CD3 Vs CD19 (E). Los datos consignados fueron un promedio de los valores obtenidos a partir de ambos gráficos.  A partir del 
gate de linfocitos se determina el porcentaje de linfocitos T caracterizados por ser CD3+ utilizando el grafico de tipo histograma con CD3 
(G). Del gate de linfocitos CD3 se realizó un histograma con el marcador CD16 + CD56 con el objetivo de identificar las células NKT 
(CD3+ CD16+CD56+) (H). Con el gate de linfocitos también se realizó un gráfico de puntos enfrentando CD3 Vs CD16 + CD56 (F) con 
el objetivo de determinar la población de células NK (CD3-CD16+CD56+) y  volver a identificar las células NKT, con lo que se hizo un 
promedio de valores. El recuento de las perlas se realizó en el gráfico de puntos enfrentando SSC Vs. CD19 (I) a partir del gate de células 
mostrado en el primer grafico (A) 
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Se obtuvo un total de 50 muestras de pacientes infectados con VIH de las cuales 6 
fueron rechazas por sobrepasar el tiempo apto para el análisis. Se contó con un 
mayor número de muestras de pacientes infectados con VIH (n=44), las cuales 
representaron un 74.58% del total (n=59). Se llegaron a trabajar un total de 15 
muestras de controles sanos, no se rechazaron muestras de controles. Los datos antes 
mencionados se muestran en la tabla N°1: 
Tabla N°1: cantidad de participantes obtenidos de cada grupo y valores de 
principales leucocitos estudiados 
Grupo 
Número de 
muestras 
(n=59) 
Porcentaje Absoluto 
leucocitos* 
Absoluto 
linfocitos* 
Absoluto 
NKT* 
Control 15 25.42% 3723.87 2846.704 233.03 
VIH positivos 44 74.58% 2842.84 1450.012 80.79 
*Células/mm3 
Solo con los valores de las medias se puede observar la diferencia de valores entre 
ambos grupos. En la figura N°2 se muestra la diferencia de gráficos de densidad 
entre una muestra del grupo control y una muestra del grupo con VIH. Se evidencia 
la disminución de células NKT evidenciadas como CD3+CD56/CD16+ en el gráfico 
mostrado. 
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Luego de realizar la prueba de Shapiro-Wilk para todas las variables, se concluyó 
que los datos tienen distribución normal. A partir de esto se realizó la prueba t- 
student para comparar las medias de ambos grupos para todas las variables.  
Tabla N°2: Resultados de análisis bivariado para  recuento absoluto de células 
NKT 
Grupo Media* 
95% Intervalo de 
confianza* 
Desviación 
 std 
Valor t Valor p 
Control 233.03 167.75 -  298.32 117.90 
6.55 
 
<0.00001 VIH 
positivos 
80.79 62.82 - 98.75 59.10 
*Células/mm3 
En los resultados mostrados en la tabla N° 2 se observa que el recuento absoluto de 
células NKT es mayor en sujetos sanos con respecto a los recuentos obtenidos a 
Figura N°2: De izquierda a derecha, gráfico de densidad de un control normal y un paciente con VIH. Valores de células 
NKT distinguidas en el gráfico por ser CD3+CD16/CD56+: 5.4% y 2.7% respectivamente. Se puede observar la 
diferencia entre ambas muestras. 
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partir de pacientes infectados con VIH, con medias de 233.03 y 80.79  células/mm3 
respectivamente. Se corrobora una diferencia significativa entre ambas medias a 
partir del análisis bivariado (p<0.00001).  
Se presenta a continuación el grafico de cajas comparando los datos antes 
mencionados. 
Gráfico N°1: Gráfica de cajas que muestra los valores absoluto de células NKT 
en el grupo control y el grupo con infección por VIH.  
 
Al igual que lo observado con el recuento absoluto, las diferencias de las medias de 
los valores porcentuales de células NKT con respecto a linfocitos (8.65% grupo 
control y 5.99% grupo con VIH) y leucocitos (3.27% grupo control y 1.65% grupo 
con VIH) es significativo cuando se compara ambos grupos (p=0.0168 y p=0.0001 
respectivamente) (cuadro N°3). 
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Tabla N°3: Resultados de análisis bivariado para cada grupo de leucocitos 
 
Grupo Media 
Desviación 
Std 
95 % intervalo de 
confianza 
Valor t Valor p 
NKT 
% de 
linfocitos 
Control 8.65 4.05 6.40        -     10.89 
2.46 0.0168 
VIH 5.99 3.45 4.95       -     7.04 
% del total 
de leucocitos 
Control 3.27 1.87 2.23       -     4.31 
4.28 0.0001 
VIH 1.65 0.99 1.35       -     1.95 
Absoluto* 
Control 233.03 117.9 167.75   -     298.32 
6.55 <0.0000 
VIH 80.79 59.1 62.82      -     98.75 
NK 
% de 
linfocitos 
Control 11.11 6.24 7.65        -     14.57 
-1.83 0.0718 
VIH 16.03 9.69 13.09      -    18. 98 
% del total 
de leucocitos 
Control 4.31 3.01 2.64        -     5.98 
-0.06 0.9537 
VIH 4.36 2.97 3.46        -     5.26 
Absoluto* 
Control 316.61 208.63 201.17    -     432.25 
2.09 0.0414 
VIH 208.33 160.76 159.45    -     257.20 
CD3 
% de 
linfocitos 
Control 68.70 5.51 65.65      -     71.76 
-1.61 0.1128 
VIH 73.82 11.82 70.23      -     77.42 
% del total 
de leucocitos 
Control 25.61 6.74 21.87      -     29.34 
1.51 0.1359 
VIH 21.44 9.89 18.43      -    24.44 
Absoluto* 
Control 1963.90 551.63 1658.42 -    2269.38 
3.62 0.0006 
VIH 1103.06 860.22 841.53    -   1364.59 
CD19 
% de 
linfocitos 
Control 17.54 5.98 14.23      -    20. 86 
7.90 <0.0000 
VIH 6.15 4.38 4.82        -    7.48 
% del total 
de leucocitos 
Control 6.41 2.54 5.00        -   7.82 
9.07 <0.0000 
VIH 1.74 1.35 1.33        -   2.15 
Absoluto* 
Control 492.48 207.10 377.29    -   607.66 
8.99 <0.0000 
VIH 96.19 121.29 59.31      -   133.06 
Linfocitos 
% del total 
de leucocitos 
Control 37.24 9.18 32.16      -   42.32 
2.91 0.0052 
VIH 28.43 10.43 25.26      -   31. 60 
Absoluto* 
Control 2846.70 722.52 2446.59  -   3246.82 
4.71 <0.0000 
VIH 1450.01 1065.44 1126.09  -   1773.94 
Leucocitos Absoluto* 
Control 3723.87  917.72  3215.65 -  4232.09 
2.91 0.0026 
VIH 2842.84 1042.95  2525.75  -  3159.93 
NKT: Células NKT; NK: Células Natural killer (asesinas naturales); CD3: Linfocitos CD3 positivos (linfocitos T); CD19: 
Linfocitos CD19 positivos (linfocitos B); % de linfocitos: Porcentaje de células respecto al recuento total de linfocitos; % del 
total de leucocitos: Porcentaje de células respecto al recuento total de leucocitos; Absoluto: recuento absoluto 
(*Celulas/mm3) 
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Gráfico N°2: Gráfica de cajas que muestra los valores porcentuales de células 
NKT con respecto a los linfocitos totales en el grupo control y el grupo con 
infección por VIH. 
 
Gráfico N°3: gráfica de cajas que muestra los valores porcentuales de células 
NKT con respecto a leucocitos totales en el grupo control y el grupo con 
infección por VIH.  
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Los valores absolutos y porcentuales de linfocitos se ven disminuidos en el grupo de 
pacientes infectados en comparación con el grupo control. La media de los valores 
absolutos fueron 2846.70 y 1450.01 células/mm3 respectivamente. La diferencia de 
ambos grupos se verifica con el p tan bajo que se obtuvo para ambos valores (p= 
0.0052 para valores porcentuales y <0.0000 para absolutos. 
Gráfico N°4: gráfica de cajas que muestra los valores absolutos de linfocitos con 
respecto a leucocitos totales en el grupo control y el grupo con infección por 
VIH. 
 
En lo que respecta a los subconjuntos de linfocitos, los valores porcentuales de 
linfocitos CD3 no variaron entre ambos grupos pero si hubo diferencia en el valor 
absoluto de estas células. En cambio los valores porcentuales y absolutos de 
linfocitos CD19 si mostraron diferencias.  
Los valores absolutos de leucocitos se ven visiblemente disminuidos en el grupo con 
VIH con una media de 2842.84 en comparación con las 3723.87 células que se 
observa como media en el grupo control. Esta diferencia es significativa con un valor 
p de  0.0026. 
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Gráfico N° 5: gráfica de cajas que muestra los valores absolutos de leucocitos 
totales en el grupo control y el grupo con infección por VIH.  
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CAPÍTULO IV 
DISCUSIÓN 
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CAPÍTULO IV: DISCUSIÓN 
Al igual que en estudios realizados en países fuera de Sudamérica, como Estados 
Unidos (23), Australia (22) y Países bajos (26), se quiso determinar si es que las 
células NKT disminuyen en pacientes infectados con VIH. El análisis estadístico 
realizado en el presente trabajo corrobora lo antes expuesto, demostrando que hay un 
diferencia significativa entre las medias de los valores absolutos de un grupo de 
pacientes infectado con VIH y un grupo control.  
La disminución de células NKT ya había sido descrita en poblaciones fuera del país 
y de la región (9, 20). Por lo tanto, al ser el primer estudio que trabaja con población 
peruana, se deduce que la disminución selectiva de células NKT es un proceso 
inevitable en todos los pacientes infectados con este retrovirus, el cual se evidencia 
desde los inicios de la infección.      
Las razones para explicar la disminución selectiva son variadas entre las que se 
discuten la infección preferencial, secuestramiento en órganos linfoides y muerte 
celular inducida por activación.  
La importancia de las células NKT se observa en la infección por VIH, lo cual ha 
quedado evidenciado tanto en estudios con modelos animales (21), cultivos in vitro 
(23) y estudios poblacionales (20).  En células dendríticas infectadas con VIH, 
aumenta la expresión de CD1d y la presentación de antígenos propios, lo cual es 
dependiente de TLR-7. Se ha observado que las proteínas Vpu y Nef disminuyen la 
expresión de la molécula CD1d, e interfieren con la carga de antígenos lipídicos 
propios a esta, esto funciona como un mecanismo de evasión. Se considera que este 
mecanismo tendría importancia en las primeras fases de la infección, ya que estas 
células se encuentran en el órgano sexual femenino siendo este uno de los puntos de 
entrada del virus (37). Se sugiere además que las NKT juegan un rol en el 
establecimiento de la infección debido a su permanente estado activado (25). 
Según lo observado en los estudios de Fernández y cols (22), esta disminución podría 
verse acompañada de una función anormal de las células NKT,  viéndose disminuida 
su producción de interferón gamma.   
  
 
34 
Adicionalmente a lo antes expuesto, estas células también podrían impedir que el 
individuo infectado adquiera infecciones oportunistas, por ejemplo, se ha observado 
que en pacientes con Mycobacterium tuberculosis, el cual es una de las principales 
infecciones oportunistas en individuos infectados con VIH (38)  y en nuestro país 
llegó a una comorbilidad de 3.2% en el año 2012 (2), la cantidad y función de las 
células NKT se encuentran disminuidas en pacientes con tuberculosis respiratoria o 
tuberculosis extrapulmonar, mas no en infección latente ni en controles sanos (39). 
Del mismo modo la activación por parte de la molécula α-galactosilceramida  se 
encuentra inhibida en los dos primeros grupos (39). Se necesitan estudios que 
correlacionen la importancia que tienen las células NKT en el mantenimiento del 
paciente con infección por VIH y la importancia de estas células para evitar aparición 
de infecciones oportunistas en estos pacientes. 
Otra información que sería interesante contrastar es la calidad, ya sea en número y 
función de estas células en individuos propensos a contraer la infección de VIH para 
observar si es que tener un número por debajo de lo normal o una función alterada es 
un factor de riesgo para contraer la infección. A pesar que el estudio realizado por 
Cóndor, José y colaboradores, donde se establecen intervalos de referencia de 
subpoblaciones linfocitarias en Lima, Perú (40) no hay información disponible de los 
intervalos de referencia de células NKT en nuestro país. Los datos que brinda el 
estudio mencionado indican que las medias de los valores absolutos y porcentuales 
de linfocitos T (CD3+) y células NK tanto de los pacientes con VIH y de los 
controles obtenidos en este trabajo se encuentran dentro de sus intervalos de 
referencia. Lo que no ocurre con los valores absolutos de linfocitos B (CD19+) 
donde la media del recuento absoluto en pacientes con VIH se encuentra por debajo 
del límite inferior del intervalo de referencia propuesto por Cóndor, José y 
colaboradores. Esto podría indicar que la disminución de algunas células en 
individuos infectados con VIH, como los linfocitos T podría no observarse cuando se 
compara con valores normales establecidos, pero si se evidencia una diferencia 
significativa cuando se comparan medias del grupo infectado y el grupo control, 
situación que no ocurre con otros subconjuntos de linfocitos como los linfocitos B 
donde la variación de valores es mayor y puede ser observada cuando se comparan 
con intervalos normales establecidos previamente. Respecto a los intervalos de 
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referencia de células NKT, los únicos datos disponibles de la región son los 
encontrados por Rojas-Panales y cols en donantes de sangre de la ciudad de Bogotá 
(Colombia)(33), donde los porcentajes de células NKT respecto a los linfocitos en 
hombres y mujeres fueron de 3.5% (+/- 2.9) y 3% (+/-2.5) respectivamente y sus 
valores absolutos fueron 95.5 / mm3 (+/- 77) para hombres y para mujeres 70.1 
/mm3 (+/-47.7). Como se puede observar en los resultados (tabla N°3), los valores 
porcentuales al igual que los absolutos de los controles normales son diferentes en mi 
estudio, siendo mayores en comparación con la investigación mencionada.  
Como es de esperarse en este tipo de infección, el recuento absoluto de leucocitos, 
linfocitos totales, así como los CD3 se encuentran visiblemente disminuidos. 
Situación que no ocurre con las células NK, donde no se encuentra significancia 
estadística entre ambos grupos. Situación que va en concordancia con la bibliografía 
existente donde lo que se modifica en este grupo celular son los subconjuntos 
fenotípicos y que no son objetivo de esta investigación (41). 
Se demuestra una vez más la disminución de estas células, lo que según los estudios 
previos realizados en otros países tendría consecuencias directas en el mantenimiento 
del paciente infectado con VIH. Mantenerlas durante el curso de la infección podría 
prolongar la fase crónica de la infección, del mismo modo pueden ser utilizadas 
como coadyuvantes en vacunas futuras. Se requieren futuros estudios y se espera que 
este sea el inicio de trabajos que se realicen en el país respecto a inmunidad innata y 
VIH. 
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CAPITULO V 
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y 
RECOMENDACIONES 
4.1 CONCLUSIONES 
• Según el presente estudio se puede concluir que los valores de células NKT tanto 
porcentuales como absolutos se ven disminuidos en pacientes recientemente 
infectados con VIH en comparación con individuos sanos. 
• La disminución de células NKT podría favorecer la adquisición de infecciones 
oportunistas y tumores en pacientes con infección por VIH. 
• Los linfocitos totales, al igual que los linfocitos CD3 y CD19 se ven disminuidos 
en pacientes con infección reciente por VIH. 
• No hay diferencia significativa en lo que respecta a las células NK entre 
pacientes recientemente diagnosticados con VIH y un el grupo control.  
4.2 RECOMENDACIONES 
• Sería recomendable determinar el estadío de la infección, carga viral y cantidad 
de linfocitos T CD4, conjuntamente con los valores de células NKT, en pacientes 
recientemente diagnosticados con VIH. 
• Se deberían evaluar los subconjuntos de células NKT (NKT I y NKT II) en 
pacientes con infección por VIH. 
• Sería productivo medir expresión de citocinas para no evaluar solo cantidad de 
células, sino también función de estas. 
• A pesar que hay datos disponibles sobre valores normales en la región de 
Sudamérica, es necesario establecer nuestros propios valores para células NKT y 
los demás subconjuntos leucocitarios para su uso en futuros estudios y en la 
práctica clínica en general. 
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ANEXOS 
Anexo N°1: Procedimiento de compensación, control de calidad y 
procesamiento de muestras 
Compensación 
Previo al inicio del proceso de muestras tuvo que ser realizada la compensación del 
instrumento. 
El procedimiento se llevó a cabo con una muestra de sangre total obtenida a partir de 
un  control sano. Debido a la falta de marcadores individuales para cada color, se 
realizó una estrategia de ubicación esperada en cada gráfico de adquisición 
procesando la muestra por duplicado, una en un tubo con fluorocromo y otra sin 
marcadores. El procedimiento que se realizó fue el siguiente: 
• La muestra fue procesada por duplicado siguiendo el mismo protocolo de trabajo 
utilizado para las demás muestras  
• El primer tubo fue marcado con los fluorocromos utilizados en el estudio, el 
segundo tubo se procesó sin fluorocromos. 
• Ambos  tubos siguieron el mismo procedimiento de lisado.  
• Una vez finalizado el proceso de la muestra se adquirió primero el tubo que no 
posee fluorocromos, los resultados de esta adquisición sirvieron para establecer 
los puntos de corte negativos. 
• Sobre los datos adquiridos del control negativo se adquirió el tubo marcado con 
los anticuerpos monoclonales. 
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• Los datos fueron comparados basándose en la población de linfocitos, la 
ubicación de los controles de cada población y considerando la referencia 
negativa. 
• Se realizaron los ajustes necesarios de cada población hasta corregir los valores 
de solapamiento. 
• Estos valores fueron utilizados para todas las muestras. 
Control de calidad del citómetro 
Diariamente se realizó el control de calidad del instrumento el cual evalúa la 
precisión del método. Este procediendo se llevó a cabo mediante la utilización de 
perlas provistas por el fabricante que poseen un tamaño, complejidad, intensidad de 
fluorescencia y cantidad de perlas definidas por frasco. Se utilizaron perlas de seis y 
ocho picos. 
A partir de la adquisición de las perlas se evaluó la cantidad de picos de cada una en 
un gráfico definido, así como el coeficiente de variación del pico más brillante de un 
gráfico determinado.  
Para poder hacer un seguimiento del performance de cada día de procesamiento se 
utilizó el mismo archivo del Software BD Accuri C6 cada día que se procesó una 
muestra.  
El procedimiento diario siguió como se describe a continuación: 
• Las perlas de 8 picos se prepararon colocando en un tubo de 12x75mm 500 uL de 
agua destilada y una gota del reactivo provisto por el fabricante para luego 
mezclar utilizando el vórtex. Las perlas de 6 picos se prepararon colocando en un 
tubo una gota de cada vial en 500 uL de agua destilada. 
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• Antes de adquirir los controles se realizó un lavado con agua destilada a 
velocidad alta durante dos minutos. 
• Se seleccionó la casilla correspondiente al día de procesamiento en la plantilla de 
controles, se identificó cada casilla con el día de la corrida y el tipo de perlas que 
se adquirieron en esa casilla. 
• Se adquirió hasta 50000 eventos a velocidad lenta. 
• Luego de la adquisición se sacó el tubo del SIP (sample injection port, puerto de 
entrada de la muestra) y se realizó un procedimiento de lavado rápido sobre un 
tubo con agua destilada, este está indicado como flush en el software. 
• El lavado con agua destilada se realizó hasta que el número de eventos adquiridos 
a partir de un tubo nuevo con agua destilada fue mínimo. 
• El performance se evaluó a partir de las adquisiciones realizadas. 
• Si se cumplieron los requisitos necesarios para cada perla mencionados antes se 
procedió adquirir las muestras. 
La exactitud del método se evaluó corriendo una muestra de un control sano 
diariamente. En esta se observó la presencia de linfocitos, posición y complejidad en 
el gráfico SSCvsCD45. En este mismo gráfico se observó la separación de las 
poblaciones de granulocitos y monocitos. 
 
Protocolo de trabajo 
El protocolo se realizó como indica el fabricante, que incluye los siguientes pasos: 
• Previo al procesamiento se preparó la solución lisante diluyendo 1 parte de 
solución 10x en 9 partes de agua destilada (5 mL de sol. 10x en 45 mL de H2O 
destilada) 
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• Los tubos Trucount fueron rotulados según corresponda, por cada muestra fue 
utilizado un tubo Trucount. La viabilidad del tubo se verificó observando la 
presencia de una perla en el fondo del tubo. 
• Se agregó al fondo del tubo, por encima de la rejilla de acero, 20 uL de reactivo 
Multitest. 
• Luego de haber mezclado las muestras 20 veces por inversión, se agregaron 50 
uL con el método de pipeteo inverso.  
• Se taparon y agitaron los tubos con ayuda del vórtex para mezclar bien el 
reactivo y la muestra. 
• Los tubos se incubaron en oscuridad y a temperatura ambiente por 15 minutos. 
• Pasado el tiempo se agregaron 450 uL de solución lisante 1X. Se taparon  y 
agitaron los tubos en el vórtex. Se volvió a incubar por 15 minutos a oscuridad y 
temperatura ambiente.  
• Al término de la incubación la muestra ya podía ser adquirida, antes de cada 
lectura se realizó una suave agitación con el vórtex.   
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1. USO PROPUESTO __________________
El MultiTEST™ CD3 conjugado a
isotiocianato de fluoresceína (FITC)/CD16 +
CD56* conjugado a ficoeritrina† (PE)/CD45
conjugado a la proteína peridinín clorofila‡
(PerCP)/CD19 conjugado a aloficocianina†
(APC) de BD es un reactivo para
inmunofluorescencia directa de cuatro colores
para usarse en un citómetro de flujo
debidamente equipado para la identificación y
determinación de los porcentajes y recuentos
absolutos de linfocitos humanos T maduros
(CD3+), asesinos naturales (NK) (CD3–
CD16+CD56+) y B (CD3–CD19+) en sangre
entera con los eritrocitos lisados. Cuando se
utiliza con los tubos TruCOUNT™, los
recuentos absolutos de estas poblaciones se
pueden enumerar en un solo tubo.
Los reactivos BD MultiTEST y los tubos
TruCOUNT se pueden usar con el cargador
automático FACS Loader.
2. RESUMEN Y EXPLICACION___________
Los linfocitos humanos pueden clasificarse en
tres principales poblaciones según su función
biológica y su expresión de antígenos de
superficie celular: linfocitos T, linfocitos B y
linfocitos asesinos (NK). 
Aplicaciones clínicas 
Se ha demostrado que los linfocitos asesinos
naturales (NK), identificados como CD3– y
CD16+ y/o CD56+, sirven de mediadores en la
citotoxicidad contra ciertos tumores y células
infectadas por virus1. La citotoxicidad mediada
por los NK no requiere la presencia de
moléculas de clase I ni de clase II del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) en las
células blanco2.
* Patente de EE.UU. No. 4.895.796
† Patente de EE.UU. No. 4.520.110; patente europea No.
76.695; y patente canadiense No. 1.179.942
‡ Patente de EE.UU. No. 4.876.190
CD3 FITC/CD16 + CD56 PE/
CD45 PerCP/CD19 APC Reactivo 
50 pruebas por vial – No. de catálogo 342416
50 pruebas por vial con tubos TruCOUNT –
No. de catálogo 342446
Para la determinación de porcentajes y recuentos
absolutos de linfocitos humanos T, asesinos naturales y B
en sangre entera con los eritrocitos lisados
23-5349-016/2010
BD Multitest
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2Los linfocitos totales T  y B se usan para
caracterizar y hacer el seguimiento de ciertas
inmunodeficiencias3–5 y enfermedades
autoinmunes6,7.
3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO ____
Cuando se añade sangre entera al reactivo, los
anticuerpos marcados con fluorocromos del
reactivo se unen en forma específica a los
antígenos de superficie de los leucocitos.
Durante la adquisición, las células pasan a
través del haz de láser y dispersan la luz láser.
Las células teñidas fluorescen. Estas señales de
dispersión de la luz y de fluorescencia son
detectadas por el instrumento y dan
información sobre el tamaño de la célula, la
complejidad interna y la intensidad  relativa de
la fluorescencia. Los reactivos MultiTEST
utilizan la fluorescencia para seleccionar la
población, lo que permite establecer ventanas
de fluorescencia directamente para la población
de linfocitos8–10 y reducir así en la ventana la
contaminación con glóbulos rojos de la sangre
nucleados o sin lisar.
Cuando se usan tubos TruCOUNT, se tiñe un
volumen conocido de la muestra directamente
en el tubo. El sedimento liofilizado del tubo se
disuelve, liberando un número conocido de
microesferas fluorescentes. Durante el análisis,
el número absoluto (células/µL) de células
positivas en la muestra se puede determinar al
comparar los eventos celulares con los eventos
de microesferas. Si se emplea un software
adecuado como MultiSET™ , el software
calculará los recuentos absolutos. Si el análisis
de los datos va a ser manual cuando se usa un
software como el CellQuest™ , simplemente
divida el número de eventos celulares positivos
entre el número de eventos de microesferas, y
multiplique el resultado por la concentración
de microesferas en el tubo TruCOUNT.
4. REACTIVO ________________________
Reactivo suministrado,  suficiente para 
50 pruebas
El reactivo MultiTEST CD3/CD16 + CD56/
CD45/CD19 de BD se suministra en 1 mL de
solución salina tamponada que contiene azida
de sodio al 0,1%. Contiene Ac anti-CD3
marcado con FITC, clon SK7; Ac anti-CD16,
clon B73.114–16 y Ac anti-CD56, clon NCAM
16.217 marcados con PE; Ac anti-CD45
marcado con PerCP, clon 2D1 (HLe-1)18 y Ac
anti-CD19 marcado con APC, clon SJ25C119.
CD3 identifica los linfocitos T y reconoce la
cadena epsilón del complejo antígeno CD3/
receptor del antígeno de la célula T (TCR)20.
Este complejo está formado por lo menos por
seis proteínas con un peso molecular que varía
entre 20 y 30 kilodaltones (kDa)21. El antígeno
reconocido por los anticuerpos anti-CD3 está
asociado en forma no covalente con el TCR α/β
o γ/δ (70 a 90 kDa)22.
CD16 conjuntamente con CD56 facilitan la
identificación de la población de linfocitos
NK1,9.  CD16 reconoce un antígeno de 50 a
70 kDa de los linfocitos NK humanos que es
un receptor Fc para IgG14,15,23. El antígeno
CD16 reacciona en forma variable con los
granulocitos15. CD56 reconoce un dominio
extracelular similar a las inmunoglobulinas que
es común para tres formas de peso molecular
(Mr 120, 140 y 180 kDa) de la molécula de
adhesión de las células neurales (NCAM)24–26.
El Ac monoclonal anti-CD45 identifica los
leucocitos y reconoce un antígeno de leucocito
humano de 180 a 220 kDa, que es miembro de
la familia de los antígenos comunes de los
leucocitos (LCA)27.
El Ac monoclonal anti-CD19 identifica los
linfocitos B y reconoce un antígeno de 90 kDa
que está presente en todas las fases de
maduración de los linfocitos humanos B pero
que se pierde en las células plasmáticas28. Es
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3posible que el antígeno CD19 participe en la
activación y proliferación de los linfocitos B28.
Los anticuerpos anti-CD3, anti-CD16, anti-
CD45 y anti-CD19 están compuestos de
cadenas pesadas γ1 y cadenas ligeras kappa de
ratón. El anticuerpo anti-CD56 está compuesto
de cadenas pesadas γ2b y cadenas ligeras kappa
de ratón.
Los tubos TruCOUNT contienen un
sedimento secado por congelación de
microesferas fluorescentes en un tubo de un
solo uso. Cada bolsita TruCOUNT contiene
25 tubos, suficientes para 25 pruebas.
Precauciones
1. Para uso diagnóstico in vitro.
2. El reactivo no se debe usar si se nota
cualquier cambio en el aspecto. La
precipitación o cambio de color indican
inestabilidad o deterioro.
3. Los reactivos de anticuerpos contienen azida
de sodio como agente conservante. Sin
embargo, se debe tener cuidado de evitar la
contaminación bacteriana ya que puede
producir resultados erróneos.
ADVERTENCIA: La azida de sodio es
dañina si se ingiere (R22). Se debe
mantener fuera del alcance de los niños
(S2). Se debe mantener alejada de los
alimentos, las bebidas y los alimentos para
animales (S13). Se debe usar ropa
protectora adecuada (S36). En caso de
ingestión, solicitar de inmediato atención
médica y mostrar este recipiente o esta
etiqueta (S46). Al entrar en contacto con
ácidos libera un gas sumamente tóxico
(R32). Los compuestos de azida deben
desecharse con grandes cantidades de agua
para evitar que se formen acumulaciones en
las cañerías de plomo o cobre donde
podrían darse las condiciones para una
explosión.
4. ADVERTENCIA: Se consideran riesgos
biológicos todos los especímenes y los
materiales con los cuales han estado en
contacto. Maneje todos los especímenes
biológicos y los materiales como si fueran
capaces de transmitir infecciones29,30 y
deséchelos tomando las precauciones
adecuadas de acuerdo con los reglamentos
federales, estatales y locales. Nunca se debe
aspirar la pipeta con la boca. Se debe usar
ropa y guantes de protección apropiados. Se
ha informado que la fijación inactiva el
VIH31.
5. Se requiere la solución lisante FACS™ * que
contiene dietilenglicol y formaldehído. Para
ver las advertencias, se puede consultar el
folleto de instrucciones de la solución lisante
FACS.
6. Para obtener los resultados, si se usan tubos
TruCOUNT, es crítico que el volumen de
sangre que se agregue sea exacto. Las pipetas
deben estar calibradas para dispensar
exactamente 50 µL de la muestra. Se puede
obtener de BD una pipeta electrónica que
opera en la modalidad inversa (ver el # 7 en
Reactivos y materiales necesarios que no se
suministran). Si no se usa este tipo de pipeta
o uno similar, se debe utilizar la técnica de
pipeteo inverso (se describe brevemente en
la Sección 7, Pipeteo inverso). Si desea más
información, consulte las instrucciones del
fabricante de la pipeta.
7. Los recuentos de microesferas en los tubos
TruCOUNT varían según los lotes. Siempre
se debe usar el recuento de microesferas del
lote de tubos TruCOUNT que se esté
utilizando, tanto cuando se introduzca ese
valor en el software o bien cuando se calcule
manualmente un recuento absoluto. No use
* Patente de los EE.UU. Nos. 4.654.312; 4.902.613; y
5.098.849.
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4tubos de diferentes lotes en una misma
prueba.
8. Los tubos TruCOUNT están diseñados
para utilizarse con un procedimiento
específico de preparación de muestras de
lisis sin lavado. No intente establecer límites
en la dispersión frontal (FSC) para analizar
los datos.
Almacenamiento y manipulación
1. Almacenar el reactivo a una temperatura
entre 2° y 8°C. No usar después de la fecha
de caducidad que aparece en la etiqueta.
2. El reactivo no se debe congelar ni exponer a
la luz directa durante el almacenamiento o
la incubación con las células. Mantener seco
el vial del reactivo.
3. Almacenar los tubos TruCOUNT en sus
bolsitas originales a una temperatura entre
2° y 25°C. Para evitar la posible
condensación, la bolsita se debe abrir
solamente después que haya alcanzado la
temperatura ambiente y se debe volver a
cerrar cuidadosamente inmediatamente
después de haber sacado un tubo. Se debe
examinar el desecante cada vez que se abra
la bolsita. Si el desecante ha cambiado de
color azul a violeta, se debe desechar el resto
de tubos. Los tubos se deben usar antes de
haber transcurrido una hora tras haberlos
sacado de la bolsita y no se deben usar más
allá de la fecha de caducidad indicada en el
envase.
5. INSTRUMENTO ____________________
El reactivo MultiTEST CD3/CD16 + CD56/
CD45/CD19 y los tubos TruCOUNT han sido
diseñados para usarse en un citómetro de flujo
con el equipo y el software adecuados. BD
recomienda el citómetro de flujo
FACSCalibur™  o el FACSort™ . Sin embargo,
los resultados se pueden obtener con otras
plataformas. El citómetro de flujo deberá estar
equipado con láser de 635 nm y de 488 nm que
sean capaces de detectar la luz dispersa (frontal
y lateral) y la fluorescencia de cuatro colores
con emisión que se pueda detectar en cuatro
rangos: 515 a 545 nm, 562 a 607 nm,
> 650 nm y 652 a 668 nm. El instrumento
debe ser capaz de establecer umbrales o
discriminar al usar el canal de > 650 nm. El
cargador FACS Loader de BD también se
puede utilizar con este producto.
BD recomienda usar las microesferas
CaliBRITE™  y el software FACSComp™ ,
versión 4.0 o posterior, para configurar los
voltajes del tubo fotomultiplicador (PMT), la
compensación entre fluorescencias y verificar la
sensibilidad del instrumento antes de usarlo.
Para los usuarios de citómetros de flujo
fabricados por compañías que no sean BD,
consulte las instrucciones del fabricante para la
configuración de identificación inmuno-
fenotípica con cuatro colores.
BD ha desarrollado aplicaciones de software
como MultiSET que calculan automáticamente
el recuento absoluto cuando se utilizan tubos
TruCOUNT. Sin embargo, se puede usar otros
softwares para la adquisición y el análisis de los
datos y calcular manualmente los recuentos
absolutos.
6. OBTENCION Y PREPARACION 
DE MUESTRAS ____________________
La obtención de sangre se debe hacer en forma
aséptica por punción venosa32,33 en un tubo
estéril de recolección de sangre
VACUTAINER® K3 EDTA (ácido
etilenediaminotetraacético) (tapa lila). El
reactivo MultiTEST CD3 FITC/CD16 +
CD56 PE/CD45 PerCP/CD19 APC y los
tubos TrueCOUNT han sido validados con las
fórmulas líquida y seca de K3 EDTA.
Para este procedimiento se requiere un mínimo
de 100 µL de sangre entera. Es necesario seguir
las instrucciones del fabricante del tubo sobre el
volumen mínimo de sangre que se debe obtener
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5para cerciorarse de que se está usando
adecuadamente; en especial cuando se van a
determinar recuentos absolutos con
microesferas en tubos TruCOUNT. 
Se debe obtener un recuento de glóbulos
blancos (WBC) y un recuento diferencial de la
misma muestra de sangre entera antes de la
tinción para estar seguros de que el recuento de
WBC está dentro del rango lineal (ver la
Sección 11, Características de rendimiento:
linealidad) o para calcular recuentos absolutos a
partir de los porcentajes celulares obtenidos.
La sangre anticoagulada y almacenada a
temperatura ambiente (20° a 25°C) se debe
teñir dentro de las 48 horas de obtenida y luego
se debe analizar dentro de las 24 horas de haber
sido teñida.
Interferencias
No se deben usar muestras de pacientes que
hayan sido fijadas y almacenadas previamente.
Las muestras de sangre entera refrigeradas antes
de teñirlas pueden dar resultados erróneos. Las
muestras de pacientes que estén tomando
medicamentos inmunosupresores pueden
producir una mala resolución34. Los blastocitos
pueden interferir con los resultados de la
prueba. Las muestras con hemólisis se deben
rechazar.
7. PROCEDIMIENTO __________________
Reactivo suministrado
• MultiTEST CD3 FITC/CD16 + CD56
PE/CD45 PerCP/CD19 APC (BD, No. de
catálogo 342416), o
• MultiTEST CD3 FITC/CD16 + CD56
PE/CD45 PerCP/CD19 APC con tubos
TruCOUNT (BD, No. de catálogo
342446)
Reactivos y materiales necesarios que no se 
suministran
1. Microesferas CaliBRITE 3 y APC (BD,
Nos. de catálogo 340486 y 340487,
respectivamente)
2. Solución lisante FACS (10X), 100 mL (BD,
No. de catálogo 349202). Las instrucciones
para diluir y las advertencias están en el
folleto de instrucciones de la solución lisante
FACS.
3. Agua de grado reactivo (destilada o
desionizada).
4. Tubos VACUTAINER con K3 EDTA para
la recolección de sangre o equivalente.
5. Tubos de prueba desechables con tapa de
poliestireno Falcon™  de 12 x 75 mm (BD,
No. de catálogo 352058) o equivalente (si
no se están usando los tubos TruCOUNT).
6. Agitador Vortex
7. Micropipeta con puntas (Pipeta electrónica
BD, No. de catálogo 646539) o equivalente.
8. Dispensador o pipeta de 450 µL para
dispensar la solución lisante FACS.
9. Líquido de revestimiento (FACSFlow™,
BD, No. de catálogo 342003) o equivalente.
10.Controles TruCOUNT (BD, No. de
catálogo 340335), necesarios si se usan los
tubos TruCOUNT.
11.Control de sangre entera lisable (se puede
obtener comercialmente)
Tinción de las células
Después de la tinción se procede a lisar los
glóbulos rojos con la solución lisante FACS
diluida (1X). Se debe tener cuidado de proteger
los tubos de la luz directa. El procedimiento se
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6debe llevar a cabo a temperatura ambiente (20°
a 25°C). Ver las Precauciones en la Sección 4 y
las Interferencias en la Sección 6.
Pipeteo inverso
Para obtener los resultados, si se usan tubos
TruCOUNT, es crítico que el volumen de
sangre que se agregue sea exacto. Si no se utiliza
la pipeta electrónica de BD o una pipeta similar
que dispense un volumen exacto, se debe usar el
pipeteo inverso. Esta técnica aprovecha dos
topes en la pipeta. 
• Para el pipeteo inverso, el botón se presiona
hasta el segundo tope. Cuando se suelta el
botón, el exceso de muestra asciende en la
punta. Se expele un volumen preciso de la
muestra al presionar el botón hasta el
primer tope, dejando el exceso de muestra
en la punta.
Tinción
1. Para cada muestra de paciente, se debe
rotular un tubo de 12 x 75 mm con el
número de identificación de la muestra.
Para recuentos absolutos, se debe rotular un
tubo TruCOUNT en lugar del tubo de 12 x
75 mm.
NOTA: Antes de usar los tubos, se debe
verificar que el residuo de microesferas del
tubo TruCOUNT esté intacto y dentro de
la rejilla de metal del fondo del tubo. De no
ser así, deseche el tubo TruCOUNT y
reemplácelo con otro.
2. Pipetear 20 µL del reactivo MultiTEST
CD3/CD16 + CD56/CD45/CD19 al
fondo del tubo.
Si se usa un tubo TruCOUNT, pipetear
justo por encima del retenedor de acero
inoxidable. No se debe tocar el sedimento.
3. Pipetear 50 µL de sangre entera
anticoagulada bien mezclada al fondo del
tubo.
NOTA: Se debe evitar que la sangre
descienda por las paredes del tubo. Si queda
sangre entera en las paredes del tubo, el
reactivo no la teñirá.
Si se está usando un tubo TruCOUNT, la
exactitud es crítica. Se debe usar la técnica
de pipeteo inverso para pipetear una
muestra en el lado del tubo justo por
encima del retenedor.
4. Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el
Vortex para que se mezcle. Incubar
15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente (20° a 25°C).
5. Añadir 450 µL de solución lisante FACS 1X
al tubo.
6. Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el
Vortex para que se mezcle. Incubar
15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente (20° a 25°C). La muestra está
ahora lista para el análisis en el citómetro de
flujo.
Citometría de flujo
Si las muestras no se analizan inmediatamente
después de la preparación, se deben almacenar
en la oscuridad a temperatura ambiente (20° a
25°C).
Agitar bien las células (a baja velocidad) para
disminuir la agregación antes de procesarlas en
el citómetro de flujo35. Si está usando el
cargador FACS Loader, agite los tubos en el
Vortex justo antes de colocarlos en la gradilla
del cargador. Adquirir y analizar los datos en la
modalidad de lista con el software MultiSET o
CellQuest. Antes de la adquisición de muestras,
se debe ajustar el umbral para reducir al
mínimo los restos celulares y asegurarse de que
estén incluidas las poblaciones que interesan.
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7Control de calidad
Procese diariamente una muestra de control de
un sujeto adulto normal o un control de sangre
entera obtenido comercialmente para optimizar
la calibración del instrumento y como una
forma de control de calidad del sistema33.
Para evaluar el rendimiento del sistema, se
deben usar, en cada grupo de muestras,
controles obtenidos comercialmente que
tengan valores establecidos de porcentajes
positivos y recuentos absolutos.
Al inspeccionar visualmente la gráfica de
puntos de CD45 frente a SSC,  la población de
linfocitos debe tener el aspecto de un agregado
compacto y brillante con baja SSC. Los
monocitos y granulocitos también deben tener
el aspecto de agregados definidos. No se debe
proceder con el análisis si las poblaciones están
difusas y hay muy poca o ninguna separación
entre los agregados.
Ver las Figuras 1, 2 y 3 que tienen datos
representativos de una muestra de un sujeto
adulto hematológicamente normal teñida con
CD3/CD16 + CD56/CD45/CD19 en un tubo
TruCOUNT.
Figura 1 Identificación de linfocitos en una gráfica
de puntos de CD45 frente a SSC
Figura 2 Recuento absoluto de eventos de 
microesferas en tubos T ruCOUNT en una gráfica de 
puntos de CD3 frente a CD16 + CD56
Figura 3 Identificación de linfocitos B en una gráfi ca
de puntos de CD16 + CD56 frente a CD19
8. RESULTADOS______________________
Los resultados se informan como el porcentaje
de células positivas por población de linfocitos
o como número de células positivas por
microlitro de sangre (recuento absoluto).
Cálculo de los recuentos absolutos
Durante el análisis, el número absoluto
(células/µL) de células positivas en la muestra se
puede determinar al comparar los eventos
celulares con los eventos de microesferas. Si se
usa el software MultiSET, éste determinará los
recuentos absolutos. Para hacer los cálculos a
mano cuando se usa CellQuest u otro software,
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8simplemente se divide el número de eventos
celulares positivos entre el número de eventos
de microesferas, y luego se multiplica por la
concentración de microesferas en el tubo
TruCOUNT:
9. LIMITACIONES ____________________
1. Los laboratorios deben establecer sus
propios rangos normales de referencia para
los parámetros del reactivo MultiTEST
CD3/CD16 + CD56/CD45/CD19 que
puedan estar influenciados por el sexo y la
edad del paciente así como por la técnica de
preparación. La raza del paciente también
puede tener un efecto36, sin embargo no se
dispone de suficientes datos para
establecerlo. Cuando se determine un rango
de referencia se deben conocer la edad, el
sexo, las características clínicas y la raza de
los pacientes37. Los rangos de referencia se
dan sólo como información.
2. El reactivo MultiTEST CD3/CD16 +
CD56/CD45/CD19 no ha sido validado
para ser usado con heparina o dextrosa de
ácido cítrico (ACD) líquida como anticoa-
gulantes en la determinación de recuentos
absolutos con los tubos TruCOUNT.
3. El reactivo MultiTEST CD3/CD16 +
CD56/CD45/CD19 no se debe usar para
examinar muestras a fin de detectar la pre-
sencia de células leucémicas o para usarlo en
la determinación del fenotipo de muestras de
pacientes con leucemia.
4. Puede ser que no sean comparables los
recuentos absolutos obtenidos en
laboratorios que utilicen equipo de
diferentes fabricantes.
10. VALORES ESPERADOS ______________
Rangos de referencia
Los rangos de referencia para CD3/CD16 +
CD56/CD45/CD19 que se muestran en la
Tabla 1 se determinaron en tres centros de
investigación clínica en los Estados Unidos. Los
sujetos fueron adultos hematológicamente
normales cuya edad variaba entre 18 y 65 años.
Para mayor información sobre rangos de
referencia, consulte la primera limitación sobre
los mismos.
11. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO __
El rendimiento de los reactivos se estableció al
someterlos a pruebas en los laboratorios de BD
Biosciences en San José, California, y en tres
laboratorios clínicos en los Estados Unidos.
Exactitud
Las numeraciones porcentuales y los recuentos
absolutos de las subpoblaciones de linfocitos
con MultiTest CD3/CD16 + CD56/CD45/
CD19 en tubos TruCOUNT se compararon
con los resultados obtenidos con TriTEST
CD3/CD16 + CD56/CD45, o CD3/CD19/
CD45 en tubos TruCOUNT.
Número de eventos en la 
región que contiene la 
población celular
Número de eventos en 
recuento absoluto en la 
región de microesferas
X
Número de 
microesferas por 
prueba*
Volumen 
probado
=
Recuento 
absoluto de la 
población celular
* Este valor se encuentra en la bolsa de papel metálico del
tubo TruCOUNT para recuento absoluto y puede variar de
un lote a otro.
Tabla 1.   Rangos de referencia representativos con 
CD3/CD16 + CD56/CD45/CD19
Subpoblación n Media Rango 95 %
Linfocitos asesinos natu-
rales (NK) (%)
164 13 5–26
Linfocitos B (%) 164 14 5–22
Linfocitos T (%) 164 72 56–86
Linfocitos asesinos natu-
rales (células/µL)
164 267 84–724
Linfocitos B (células/µL) 164 293 80–616
Linfocitos T (células/µL) 164 1507 754–2764
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9Se obtuvieron al azar muestras de sangre entera
de donantes normales y de donantes con anor-
malidades en dos laboratorios clínicos y se eva-
luaron en ambos sistemas. Los resultados
estadísticos del análisis de regresión se presen-
tan en la Tabla 2 y fueron substancialmente
equivalentes.
Reproducibilidad intramuestra
La reproducibilidad intramuestra se determinó
en tres laboratorios clínicos por quintuplicado
en muestras obtenidas de donantes normales y
donantes anormales. En las Tablas 3 y 4 se
presentan las medias, las desviaciones estándar
(DE) y/o los coeficientes de variación (CV) de
los porcentajes y recuentos absolutos de las
subpoblaciones, cuando los recuentos eran
mayores que 100 células/µL.  
Estabilidad
La estabilidad de los reactivos MultiTEST en
los tubos TruCOUNT se evaluó al estudiar: 1)
los cambios asociados con el almacenamiento
de la sangre entera antes de la tinción, 2) los
cambios como resultado del tiempo que
transcurre entre la tinción y la adquisición de
datos, y 3) el efecto combinado de ambos. Las
muestras de sangre entera se estudiaron hasta
48 horas después de haberlas obtenido y las
muestras teñidas hasta 24 horas después de la
tinción. Todas las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente (20°C a 25°C) antes de
la tinción o adquisición.
En base a los resultados de este estudio*, BD
recomienda teñir las muestras dentro de las
48 horas de obtenidas y analizar las muestras
dentro de las 24 horas de la tinción.
Reactividad cruzada
El antígeno CD16 se expresa en los
neutrófilos2. El antígeno CD56 está presente
en aproximadamente el 5% de los linfocitos
CD3+ de sangre periférica2.
Linealidad
La linealidad se evaluó con concentraciones de
glóbulos blancos de 0,2 x 103 a 29,7 x 103
WBC/µL y concentraciones de linfocitos de
0,1 x 103 a 9,0 x 103 linfocitos/µL. Se observó
que los resultados eran lineales dentro de los
Tabla 2.  Análisis de regresión
Subpoblación n R Pen-diente
Intersec-
ción Rango
Linfocitos 
asesinos natu-
rales (NK) (%)
126 0,97 0,97 –0,85 3–40,0
Linfocitos B 
(%)
126 0,99 0,98 –0,25 0–59
Linfocitos T 
(%)
126 0,99 0,99 1,74 21,5–
90,0
Linfocitos 
asesinos natu-
rales (células/
µL)
126 0,96 0,92 –5,44 37–901
Linfocitos B 
(células/µL)
126 0,98 0,95 1,77 3–877,6
Linfocitos T 
(células/µL)
126 0,98 1,01 –10,18 100–
2883
Tabla 3.  Reproducibilidad intramuestra de los 
porcentajes de las subpoblaciones
Subpoblación n Media (%) DE
Linfocitos asesinos naturales 46 10,8 0,73
Linfocitos B 46 15,6 0,71
Linfocitos T 46 72,1 0,99
Tabla 4.  Reproducibilidad intramuestra de los 
recuentos absolutos
Subpoblación n
Media 
(células/
µL)
% CV
Linfocitos asesinos naturales 33 217 8,3
Linfocitos B 37 278 5,8
Linfocitos T 46 1217 4,7
* Los datos están a su dispación en BD Biosciences
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rangos de CD3+, CD3–CD16+CD56+ y
CD19+.
GARANTÍA
Este producto está garantizado sólo en cuanto a su
conformidad con la cantidad y el contenido indicados
en la etiqueta en el momento de la entrega al cliente.
No hay otras garantías, explícitas o implícitas, más allá
de lo indicado en la etiqueta del producto. La única
responsabilidad de BD se limita a la sustitución del
producto o el reembolso del precio de compra. BD no
se hace responsable de los daños materiales o
personales ni de las pérdidas económicas causados por
este producto
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BD Trucount™ Tubes
For determining absolute counts of leucocytes in 
blood
25 Tubes—Catalog No. 340334
1. INTENDED USE
BD Trucount™ tubes are used for 
determining absolute counts of leucocytes 
in blood.
BD Trucount tubes are designed for use 
with in vitro diagnostic products such as 
BD Tritest™ reagents, and a suitably 
equipped flow cytometer. BD Trucount 
tubes can be used with the BD FACS™ 
Loader.
2. PRINCIPLES OF THE PROCEDURE
Procedures described in this instructions 
for use (IFU) apply to 
immunophenotyping applications. For 
other applications, refer to the 
appropriate product-specific IFU.
Add the appropriate monoclonal antibody 
reagent and whole blood directly to the 
BD Trucount tube. The lyophilized pellet 
in the tube dissolves, releasing a known 
number of fluorescent beads. During 
analysis, the absolute number (cells/µL) of 
positive cells in the sample can be 
determined by comparing cellular events 
to bead events. If the appropriate 
software, such as BD Multiset™, is used, 
absolute counts will be determined by the 
software. If you are manually performing 
data analysis using software such as 
BD CellQuest™, simply divide the 
number of positive cellular events by the 
number of bead events, then multiply by 
the BD Trucount™ bead concentration.
3. REAGENT
Each pouch contains 25 BD Trucount 
tubes, sufficient for 25 tests.
Precautions
• For In Vitro Diagnostic Use.
5 
Anexo N°3: Instructivo de la prueba tubos TruCount de Becton Dickinson 
-59- 
59
2• BD Trucount tubes are designed for use 
with a specific lyse/no-wash procedure. 
For absolute counting, prepare and 
analyze samples within BD Trucount 
tubes. Do not transfer beads to another 
tube. The presence of proteins, such as 
serum proteins contained in whole 
blood, is necessary for proper 
performance of BD Trucount beads in 
absolute counting.1 Follow specific 
assay IFUs when diluting samples. Do 
not attempt to threshold on forward 
scatter (FSC) for data collection. Do not 
remove the metal retainer in the 
BD Trucount tube.
• It is the responsibility of the user to 
validate any other method or use.
• The addition of a precise volume of 
blood is critical to achieving the result. 
Pipettes must be calibrated to deliver 
exactly 50 µL of sample. If this or a 
similar type of pipette is not used, 
perform the reverse pipetting technique 
(see Reverse Pipetting in Section 6 for a 
brief description). Refer to the pipette 
manufacturer’s instructions for more 
information.
• Always be sure to use the bead count 
from the current lot of BD Trucount 
tubes when entering this value in the 
software or when manually calculating 
an absolute count. The correct bead 
count is critical for determining a cell 
count. Do not mix multiple lots of tubes 
in the same assay.
• Store BD Trucount tubes in their 
original foil pouch at 2ºC–25ºC. To 
avoid potential condensation, open the 
pouch only after it has reached room 
temperature and carefully reseal the 
pouch immediately after removing a 
tube. Examine the desiccant each time 
you open the pouch. If the desiccant has 
turned from blue to lavender, discard 
the remaining tubes. Use tubes within 
1 hour after removal from the foil 
pouch and do not use beyond the 
expiration date indicated on the 
packaging.
WARNING All biological specimens and 
materials coming in contact with them are 
considered biohazards. Handle as if 
capable of transmitting infection2,3 and 
dispose of with proper precautions in 
accordance with federal, state, and local 
regulations. Never pipette by mouth. 
Wear suitable protective clothing, 
eyewear, and gloves.
BD FACS™ lysing solution is required 
and contains diethylene glycol and 
formaldehyde. Refer to the BD FACS 
Lysing Solution instructions for use for 
warnings.
4. INSTRUMENT
BD Trucount applications are designed for 
flow cytometers equipped with 
appropriate computer hardware and 
software. The flow cytometer must be 
equipped to detect three-color 
fluorescence, forward scatter (FSC), and 
side scatter (SSC). We recommend the 
BD FACSCalibur™ flow cytometer; 
however, results can be achieved using 
other platforms. Refer to the appropriate 
reagent IFU for specific instrument 
limitations. The BD FACS Loader can also 
be used with this product. BD has 
developed BD Multiset software, for use 
with specific reagents and BD Trucount 
tubes, which automatically calculates 
absolute counts. However, you can also 
use software such as BD CellQuest for 
data acquisition and analysis and 
manually calculate absolute counts.
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35. SPECIMEN COLLECTION AND 
PREPARATION
Collect blood aseptically by 
venipuncture4,5 into a sterile EDTA 
(lavender top) BD Vacutainer® blood 
collection tube. Follow the collection tube 
manufacturer’s guidelines for the 
minimum volume of blood to be collected. 
Store anticoagulated blood at room 
temperature (20°C– 25°C) until ready for 
staining. 
6. PROCEDURE
Reagent Provided
BD Trucount tubes (Catalog No. 
340334), containing a freeze-dried pellet 
of fluorescent beads in a single-use tube.
Reagents and Materials Required but Not 
Provided
• BD FACSComp™ beads.  Refer to your 
product catalog for information on the 
specific BD FACSComp product for 
your application.
• BD FACS lysing solution (10X), 100 mL 
(Catalog No. 349202). Refer to the 
BD FACS Lysing Solution IFU for 
dilution instructions and warnings.
• Reagent-grade (distilled or deionized) 
water. 
• EDTA BD Vacutainer blood collection 
tubes (Catalog No. 356457), or 
equivalent.
• Vortex mixer.
• Micropipettor with tips.
• Bulk dispenser or pipettor (450 µL) for 
dispensing BD FACS lysing solution.
• BD FACSFlow™ sheath fluid (Catalog 
No. 342003) or equivalent.
• BD Trucount™ Controls (Catalog No. 
340335).
Staining the Cells
Stain whole blood samples following 
specific instructions in the appropriate 
reagent IFU. Lyse red blood cells after 
staining using diluted (1X) BD FACS 
lysing solution. Use care to protect the 
tubes from direct light. Perform the 
procedure at room temperature (20°C– 
25°C). 
Reverse Pipetting
A precise volume of whole blood is 
critical. If a pipette that delivers a precise 
volume of blood is not used, perform 
reverse pipetting. This technique takes 
advantage of two stops in a pipette. 
• For normal pipetting, typically, the 
button is depressed to the first stop; 
sample is drawn up by releasing the 
button, then expelled by pressing to the 
first stop again. 
• For reverse pipetting, the button is 
depressed to the second stop. When the 
button is released, excess sample is 
drawn up into the tip. A precise volume 
of sample is expelled by pressing the 
button to the first stop, leaving excess 
sample in the tip.
Staining 
Refer to the appropriate reagent IFU for 
detailed sample preparation instructions.
1. For each patient sample, label a 
BD Trucount tube with the reagent 
and sample identification number.
NOTE Before use, verify that the 
BD Trucount bead pellet is intact and 
within the metal retainer at the 
bottom of the tube. If this is not the 
case, discard the BD Trucount tube 
and replace it with another.
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42. Pipette 20 µL of the appropriate 
reagent just above the stainless steel 
retainer. Do not touch the pellet.
3. Pipette 50 µL of well-mixed, 
anticoagulated whole blood onto the 
side of the tube just above the retainer. 
NOTE Avoid smearing blood down 
the side of the tube. If whole blood 
remains on the side of the tube, it will 
not be stained with the reagent.
Accuracy is critical. Use a BD 
electronic pipette or use the reverse 
pipetting technique to pipette sample 
onto the side of the tube just above the 
retainer.
4. Cap the tube and vortex gently to mix. 
Incubate for 15 minutes in the dark at 
room temperature (20°C–25°C).
5. Add 450 µL 1X BD FACS lysing 
solution to the tube. 
6. Cap the tube and vortex gently to mix. 
Incubate for 15 minutes in the dark at 
room temperature. The sample is now 
ready to be analyzed on the flow 
cytometer.
Flow Cytometry
Refer to the appropriate reagent IFU for 
specific instructions. Vortex the samples 
thoroughly (at low speed) to resuspend 
beads and reduce cell aggregation before 
running them on the flow cytometer.6 If 
using the BD FACS Loader for 
acquisition, vortex tubes immediately 
before placing them into the Loader racks. 
Acquire and analyze list-mode data using 
the appropriate software.
We recommend using 
BD FACSComp™beads and the 
appropriate software such as 
BD FACSComp™, version 2.0 or later, for 
setting the photomultiplier tube (PMT) 
voltages, setting the fluorescence 
compensation, and checking instrument 
sensitivity prior to use. 
Before acquiring samples, adjust the 
threshold to minimize debris and ensure 
populations of interest are included. 
Figures 1, 2, and 3 show an example of 
BD Trucount tubes used with 
BD Tritest™ CD3/CD4/CD45 reagent.
If you are not using a BD software 
program that automatically calculates 
absolute cell counts, you can obtain the 
absolute count of the cell population (A), 
by dividing the number of positive cell 
events (X) by the number of bead events 
(Y), and then multiplying by the 
BD Trucount bead concentration (N/V, 
where N = number of beads per test* and 
V = test volume). A = X/Y × N/V
Gate the lymphocyte population (2) from 
an FL3  vs SSC dot plot. Then, obtain the 
number of events in the quadrant or 
region containing the cell population from 
a gated FL1 vs FL2 dot plot (see Figure 2). 
Obtain the number of events in the 
absolute count bead (1) region from an 
ungated FL1 vs FL2 dot plot (see 
Figure 3).
* This value is found on the BD Trucount tube foil 
pouch label and might vary from lot to lot.
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5Figure 1 FL3 (CD45) vs SSC dot plot
Figure 2 Gated FL1 vs FL2 dot plot
Figure 3 Ungated FL1 vs FL2 dot plot
Quality Control
Run a control sample daily from a normal 
adult subject to optimize instrument 
settings and as a quality control check of 
the system.5
Visually inspect the CD45 vs SSC dot plot. 
The lymphocyte population should appear 
as a bright, compact cluster with low SSC. 
Monocytes and granulocytes should also 
appear as distinct clusters. Do not proceed 
with analysis if populations are diffuse 
and there is little or no separation 
between clusters.
7. PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Performance was established by 
comparison with the BD FACSCount™ 
system. These results with BD Tritest 
CD3/CD4/CD45 are representative of 
results obtained with other IVD 
phenotyping reagents. Refer to specific 
reagent IFUs for more details.
Accuracy
Whole blood was stained with BD Tritest 
CD3/CD4/CD45 using BD Trucount 
tubes and acquired and analyzed using 
BD CellQuest software. Two samples of 
each specimen were stained and analyzed 
in parallel using the BD FACSCount 
system. Data was analyzed to determine 
the average differences between the results 
obtained using BD Tritest/BD Trucount 
versus results with BD FACSCount. The 
results appear in Figure 4 and Figure 5, 
and Table 1 and Table 2.
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6Figure 4 BD FACSCount results versus BD Tritest/
BD Trucount results
Figure 5 BD FACSCount results versus BD Tritest/
BD Trucount results
Precision
A study using ten replicates each of a low, 
medium, and high sample was performed 
to assess reproducibility. The results 
appear in Table 3.
Precision studies were also performed at 
three external clinical sites to assess 
absolute count within-sample 
reproducibility for normal and abnormal 
samples. For each sample, three aliquots 
of whole blood were stained with 
BD Tritest reagents using BD Trucount 
tubes. Examples of randomly selected 
Table 1 Regression Analysis: BD Tritest CD3+ 
(cells/µL) vs BD FACSCount CD3+
Parameter
Parameter 
Estimate
90% Lower 
Confidence 
Limit
90% Upper 
Confidence 
Limit
Y-intercept –7.0 –28 14
Slope 1.03 1.01 1.04
r = 0.99; n = 197
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Table 2 Regression analysis: BD Tritest CD3+CD4+ 
(cells/µL) vs BD FACSCount CD3+CD4+
Parameter
Parameter 
Estimate
90% Lower 
Confidence 
Limit
90% Upper 
Confidence 
Limit
Y-intercept 1.2 -6.7 9.1
Slope 1.04 1.03 1.06
r = 0.99; n = 199
Table 3 Reproducibility: BD Trucount with 
BD Tritest CD3/CD4/CD45
Sample n Subset Mean CV%a
a. CV = coefficient of variation
Low 10 CD3+ 704 7.0
CD3+CD4+ 371 7.1
Medium 10 CD3+ 1,897 4.1
CD3+CD4+ 1,352 3.9
High 10 CD3+ 2,716 4.4
CD3+CD4+ 2,034 4.2
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7results for individual subjects appear in 
Table 4.
At these clinical sites, the range of CVs for 
CD3+ cells, observed for all samples, was 
<1% (count of 1,083 cells/µL) to 13% 
(count of 187 cells/µL). The range of CVs 
for CD3+CD4+ cells, observed for all 
samples, was <1% (count of 271 cells/µL) 
to 80% (count of 24 cells/µL).
Refer to the appropriate reagent IFU for 
more information about specific reagent 
performance.
WARRANTY
Unless otherwise indicated in any applicable BD 
general conditions of sale for non-US customers, 
the following warranty applies to the purchase 
of these products.
THE PRODUCTS SOLD HEREUNDER ARE WARRANTED ONLY TO 
CONFORM TO THE QUANTITY AND CONTENTS STATED ON THE LABEL 
OR IN THE PRODUCT LABELING AT THE TIME OF DELIVERY TO THE 
CUSTOMER. BD DISCLAIMS HEREBY ALL OTHER WARRANTIES, 
EXPRESSED OR IMPLIED, INCLUDING WARRANTIES OF 
MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR ANY PARTICULAR PURPOSE AND 
NONINFRINGEMENT. BD’S SOLE LIABILITY IS LIMITED TO EITHER 
REPLACEMENT OF THE PRODUCTS OR REFUND OF THE PURCHASE 
PRICE. BD IS NOT LIABLE FOR PROPERTY DAMAGE OR ANY 
INCIDENTAL OR CONSEQUENTIAL DAMAGES, INCLUDING PERSONAL 
INJURY, OR ECONOMIC LOSS, CAUSED BY THE PRODUCT. 
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